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RNA 于 扰 (RNA interference, RNAi) 是 20 世纪 90 年 代 示 发现 的 一 种 真 
核 生 物 细胞 在 转录 后 引发 基因 沉默 〈gene silencing) 的 分 子 机制 ， 该 机 制 的 发 现 
在 2001 年 和 2002 年 连续 两 年 被 美国 Science 杂志 评 为 世界 十 大 科技 进展 之 首 ， 
RNAi 是 近年 来 生命 科学 中 最 引 人 关 注 的 重大 研究 进展 。 诱 发 RNAi 的 最 关键 分 
子 是 长 度 为 19 一 27 个 核 苷 酸 的 双 链 RNA (double-stranded RNA，dsRNA) ， 称 
为 小 干扰 RNA (small interfering RNA，siRNA) ， 并 由 一 系列 蛋白 RNA 诱导 的 
沉默 复合 体 CRNA-induced silencing complex, RISC) 介 导 ， 对 与 之 具有 序列 同 
源 性 的 基因 在 转录 、 转 录 后 、 翻 译 等 水 平 进 行 表 达 调 控 。 该 机 制 在 从 酵母 到 哺乳 
动物 等 真 核 生物 中 普遍 保守 ， 并 证 明 在 这 些 物种 中 发 挥 着 发 育 调控 、 病 毒 免疫 等 
重要 功能 。2006 年 ，Andrew Z. Fire 和 Craig C. Mello 由 于 发 现 RNAi 的 卓越 
贡献 获 诺 贝尔 生理 学 或 医学 奖 。RNAIi 的 发 现 开 辟 了 生命 科学 新 的 研究 领域 ， 目 
前 成 为 21 世纪 国际 上 生命 科学 的 研究 热点 和 前 治 ， 并 作为 一 种 新 颖 的 病毒 感染 
的 防御 策略 应 用 于 人 类 抵抗 重大 传染 病 的 研究 获得 了 成 功 。 

TES RNAi fl miRNA (microRNA, miRNA) 的 研究 和 应 用 不 断 取 得 重 
大 成 果 的 背景 下 ， 科 学 出 版 社 出 版 边 中 局、 郑 兆 读 等 学 者 撰 著 《RNAi 分 子 机 制 
与 病毒 防御 》 的 专著 。 该 书 由 从 事 RNAi 相关 研究 领域 的 一 线 知 名 专家 撰写 ， 根 
据 著 者 原创 性 研究 成 果 siRNA 抑制 HBV, HCV. FMDV 和 SARS-CoV 病 
毒 复 制 与 感染 的 相关 研究 ， 系 统 地 阐述 了 发 现 RNAi 分 子 机 制 及 其 作为 病毒 感染 
防御 策略 所 取得 的 重要 研究 成 果 与 主要 研究 方法 ， 并 对 RNAi 策略 在 几 种 重要 病 
毒性 传染 病 研究 中 的 应 用 进行 了 探讨 。 该 专著 的 研究 成 果 和 发 现 对 传染 病 的 防治 
研究 具有 重要 价值 和 很 好 的 指导 意义 。 该 书 具 有 科学 性 、 系 统 性 和 实用 性 。 目 前 
RNAi 和 miRNA 这 个 新 的 研究 领域 正在 以 惊人 的 速度 快速 发 展 ， 从 事 该 研究 领 
域 的 科研 人 员 和 与日俱增 。 我 相信 ,，《RNAIi 分 子 机 制 与 病毒 防御 》 专 著 的 出 版 将 
对 推动 我 国生 命 科 学 研究 领域 的 发 展 起 到 重要 的 促进 作用 。 


中 国 科学 院 院 十 
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自从 1998 年 Andrew Z. Fire 和 Craig C. Mello 发 现 RNA 干扰 CRNA inter- 
ference, RNAi) 诱导 基因 沉默 (gene silencing) 开辟 了 生命 科学 新 的 研究 领域 
之 后 ， 其 基础 研究 与 应 用 成 为 21 世纪 国际 上 生命 科学 的 研究 热点 和 前 沿 。RNAIi 
机 制 的 发 现 被 美国 Science 杂志 评 为 2001 年 和 2002 年 世界 十 大 科技 进展 之 首 ， 
是 近年 来 生命 科学 中 最 引 人 关 注 的 重大 研究 进展 。 该 机 制 在 从 酵母 到 哺乳 动物 等 
真 核 生物 中 普遍 保守 ， 并 证 明 在 这 些 物种 中 发 挥 着 发 育 调控 、 病 毒 免 疫 等 重要 功 
能 。 目 前 RNAi 和 microRNA (miRNA) 这 个 新 的 研究 领域 正在 以 惊人 的 速度 
快速 发 展 ， 已 经 鉴定 出 三 大 类 小 RNA (small RNA): 小 干扰 RNA (siRNA), 
miRNA 和 Piwi-interacting RNA (piRNA), siRNA 主要 参与 转 座 子 活性 的 抑制 
及 病毒 感染 的 防御 。 研 究 表明 小 RNA 介 导 的 基因 沉默 在 动 植 物 的 病毒 感染 防御 
体系 中 发 挥 着 重要 功能 ， 不 仅 其 分 子 机 制 得 到 了 这 入 的 阐释 ， 而 且 作 为 一 种 新 颖 
的 病毒 感染 防御 策略 应 用 于 人 类 抵抗 重大 传染 病 的 研究 获得 了 成 功 。 

近年 传染 病 的 再 燃 、 局 部 流行 和 新 发 现 的 传染 病 及 病原 耐 药性 的 出 现 等 ， 使 
人 类 仍 面临 传染 病 的 严重 威胁 ， 全 球 因 传染 病 致 死者 约 占 死亡 总 数 的 25% 。 因 
此 ， 提 高 传染 病 的 救治 水 平 ， 对 降低 病死 率 具 有 极为 重要 的 意义 。 据 此 ， 本 书 是 
著者 在 国家 、 军 队 重 点 科技 攻关 课题 的 资助 下 ， 针 对 重要 病毒 性 传染 病 疫情 控制 
中 尚未 解决 的 难点 问题 展开 定向 科研 攻关 ， 取 得 的 关于 RNAi 分 子 机 制 及 其 作为 
病毒 感染 防御 策略 的 重大 发 现 和 原创 性 研究 成 果 一 一 siRNA 抑制 HBV. HCV, 
FMDV 和 SARS-CoV 病毒 复制 与 感染 的 相关 研究 的 基础 上 写成 的 专著 ， 对 于 一 
些 重要 发 现 则 提炼 成 技术 路 线 图 叙述 发 现 经 过 和 主要 研究 方法 ， 使 读者 可 以 提纲 
帮 领 ， 以 启发 思考 、 提 高 解决 实际 问题 的 能 力 。 本 专著 的 研究 发 现 对 传染 病 的 防 
治 研究 具有 重要 意义 。 

本 专著 研究 过 程 中 自始至终 得 到 复旦 大 学 郑 兆 诊 教授 、 严 维 炊 教授 的 鼓励 和 
指导 ， 陈 维 灶 博 士 为 专著 付出 了 艰辛 的 劳动 ， 本 书 出 版 得 到 国家 自然 科学 基金 项 
目 资 助 。 本 专著 得 到 中 国 科 学 院 院 士 、 中 国 科 学 院 昆 明 动 物 研究 所 所 长 张 亚 平 教 
授 高 度 评 价 和 认可 并 亲笔 为 本 专著 作 《 序 》， 在 此 ， 谨 一 并 向 为 本 专著 作出 贡献 
者 表示 衷心 的 感谢 ! 

书 中 玻 漏 和 不 足 ， 祈 请 前 非 和 读者 赐教 指正 。 


a 者 
2008 年 2 月 8 日 
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1 RNAi 分 子 机 制 与 病毒 防御 
1.1 4516 


HAE 1928 4E, Wingard? 5 等 发 现 了 一 种 有 趣 的 现象 ， 烟 草 感 染 环 斑 病 毒 后 
叶子 发 生 了 枯萎 。 但 是 ， 顶 上 新 生长 出 的 嫩 叶 却 没有 
发 生病 变 ， 而 且 新 生 叶 子 对 再 次 病毒 感染 有 天 然 的 抵 
抗力 〈 图 1) ， 似 乎 是 前 次 感染 产生 了 免疫 记忆 ， 就 像 
哺乳 动物 的 免疫 记忆 一 样 。 尽 管 当 时 的 研究 人 员 对 此 
现象 深 感 疑惑 ， 无 法 解释 ， 但 是 并 没有 对 此 作出 深入 
的 研究 。 直 到 20 世纪 90 年 代 初 ， 转 基因 植物 研究 发 
现 ， 外 来 的 基因 会 导致 与 之 同 源 的 植物 内 源 基 因 表 达 
ACE PRES, A. BERK RRA ES 
SPARE RER ASM RARER, MMR 4H 
被 称 为 共 抑 制 〈co-suppression) 。 早 期 生物 学 家 们 意 
想不到 的 是 ， 他 们 所 观察 到 的 现象 在 今天 得 到 了 解 
释 ， 从 而 开辟 了 分 子 生 物 学 新 的 研究 领域 ， 那 就 是 基 
因 沉 默 〈gene silencing) 。 图 1 烟草 中 

1995 年 ，Guo 等 加 试图 利用 反 义 RNA 技术 去 干 
扰 秀丽 新 小 杆 线虫 (Caenorhapditis elegans) parl 基因 的 表达 。 通 常 认为 ， 反 
MRNA 技术 是 通过 反 义 RNA 与 mRNA 之 间 发 生 的 碱 基 互补 配对 阻碍 mRNA 
的 剪接 和 翻译 ， 达 到 基因 沉默 的 目的 。 令 Guo 等 惊讶 的 是 ， 不 仅 反 义 RNA 能 够 
诱发 基因 沉默 ， 而 且 不 能 与 mRNA 发 生 碱 基 配 对 的 仅 被 用 作对 照 的 正义 RNA 
也 同样 能 够 诱导 基因 沉默 。1998 年 ，Fire 等 中 在 这 一 领域 做 了 进一步 研究 ， 在 
研究 秀丽 新 小 杆 线虫 时 他 们 发 现 双 链 RNA (doube-stranded RNA, dsRNA) 在 
基因 沉默 现象 中 扮演 了 重要 角色 。 他 们 将 与 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 序列 同 源 的 
dsRNA 微 注射 果 蝇 ， 高 效 地 特异 性 抑制 了 GFP 的 表达 ， 而 相 比 之 下 ， 纯 化 的 单 
链 的 正义 RNA 和 单 链 的 反 义 RNA 只 有 微弱 的 抑制 效果 ， 对 照 dsRNA 没有 引发 
显著 的 基因 沉默 〈 图 2) 。 因 此 ，Fire 等 认为 ，dsRNA 才 是 基因 沉默 的 根本 诱导 
因子 ， 而 且 在 反 义 RNA 技术 中 ， 不 是 反 义 RNA 本 身 强 有 力 地 诱导 基因 沉默 ， 
而 是 在 单 链 RNA 制备 过 程 中 所 产生 的 少量 的 dsRNA 起 关键 性 的 作用 [9 ， 这 也 
解释 了 Guo 等 的 工作 中 发 现 的 正义 RNA 诱导 有 效 的 基因 沉默 现象 。 这 一 发 现 立 
刻 引 起 广大 研究 人 员 的 关注 ， 因 为 它 不仅 为 基因 沉默 提供 了 一 个 简单 有 效 的 方 


1 . 


法 ， 而 且 暗 示 着 一 种 从 未 为 人 所 知 的 在 果 蝇 甚至 整个 真 核 生 物 世 界 里 存在 着 的 发 
育 调控 机 制 。 然 而 ，dsRNA 能 够 诱发 序列 特异 性 的 基因 沉默 ， 这 与 此 前 发 现 的 
分 子 机 制 有 着 显著 的 冲突 ， 其 一 : dsRNA 被 证 明 能 够 激活 蛋白 激酶 尺 (PKR) / 
Rnase L/IFN 途径 ， 使 mRNA 发 生 非 特异 性 的 降解 ， 或 者 整体 性 地 抑制 蛋白 质 
的 翻译 "5 ;其 二 ， 一 般 认 为 dsSRNA 在 能 量 上 是 十 分 稳定 的 ， 不 能 再 次 进行 序 
列 特异 性 的 Watson-Crick 碱 基 互 补 配对 。 因 此 ，Fire 等 的 发 现 使 人 们 提出 了 这 
样 一 个 假设 ， 即 存在 一 套 与 dsRNA 螺旋 结构 解 旋 、 在 大 量 的 细胞 核酸 中 寻找 识 
别 特异 的 序列 并 与 之 进行 配对 、 进 而 调控 其 转录 表达 等 新 的 分 子 机 制 ， 这 一 分 子 
机 制 被 命名 为 RNA 于 扰 CRNA interference, RNAi). 


对 照 RNA(ds-xrc224) ds-gfpG RNA ds-lacZL RNA 


adult 


图 2 线虫 中 dsRNA 诱导 GFP 基因 沉默 加 


由 于 发 现 了 RNAi BAP REEF dsRNA, BEAT BIKA FA ae 
明 其 分 子 机 制 的 漫长 历程 。 使 用 生物 化 学 和 遗传 学 方法 ， 在 秀丽 新 小 杆 线虫 中 陆 
续 发 现 了 许多 与 dsRNA 特异 性 诱导 RNAi WH KAZE. Fil A BR 
(D. melanogaster) 豚 胎 和 细胞 提取 物 研究 基因 沉默 现象 时 取得 了 一 系列 重大 突 
BO, NAR TPA LAGE dsRNA 进行 加 工 形成 长 度 为 21 一 23 个 核 昔 酸 的 
小 干扰 RNA (small interfering RNA, siRNA) 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 Dicer 
酶 -13J ， 以 及 发 现 了 RNA 诱导 的 沉默 复合 体 (RNA-induced silencing com- 
plex，RISC)5" ， 该 蛋白 复合 体能 将 Dicer 酶 加 工 形成 的 siRNA 结合 携带 ， 识 别 
与 siRNA 同 源 的 mRNA 并 将 其 切割 降解 02 9 。 将 秀丽 新 小 杆 线虫 RNAi 基因 
与 果 蝇 55 | ROT 、 真 菌 5 等 其 他 真 核 生物 基因 沉默 相关 基因 进行 比较 ， 发 
现在 以 往 不 同时 间 以 不 同形 式 命 名 的 基因 沉默 现象 ， 例 如 ， 转 录 后 基因 沉默 
(post-transcriptional gene silencing，PTGS) 、 共 抑制 、 压 制 (quelling) 等 ， 是 
与 秀丽 新 小 杆 线虫 RNAi 在 实质 上 类 似 的 基因 沉默 分 子 机 制 ， 而 且 十 分 保守 地 存 
在 于 绝 大 多 数 真 核 生 物 细胞 中 。 随 着 相关 研究 在 不 同 物种 中 的 延伸 ， 研 究 人 员 发 
现 ， 在 不 同 的 物种 中 ，dsRNA 导 和 细胞 可 能 诱发 至 少 四 种 不 同 的 基因 沉默 反应 ， 
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包括 mRNA 降解 、 转 录 抑 制 、 翻 译 抑制 、 染 色 体 重 构 等 (图 3) 。 


图 3 dsRNA 的 分 子 调控 分 类 5 


RNAi 分 子 机 制 的 发 现 推动 了 与 之 有 关 的 细胞 生长 发 育 调控 等 相关 研究 ， 同 
时 ， 被 用 作 类 似 于 基因 剔除 〈gene knockout) 的 反 向 遗传 学 手段 进行 基因 功能 
研究， 以 及 被 认为 是 人 类 重大 遗传 性 疾病 和 病毒 性 传染 病 的 新 的 治疗 策略 ， 并 进 
行 深入 地 研究 。 本 书 着 重 阐述 了 发 现 RNAI 分 子 机 制 及 其 作为 病毒 感染 防御 策略 
所 取得 的 重要 研究 成 果 。 


1.2 RNAi 分 子 机 制 
1.2.1 dsRNA 的 产生 


RNAi 机 制 中 的 关键 分 子 dsRNA 的 来 源 " ”可 以 是 : 细胞 内 源 性 基因 的 双向 
表达 ;具有 反 向 重复 结构 的 细胞 内 源 性 基因 表达 形成 的 发 夹 状 RNA (shRNA); 
转基因 表达 的 mRNA Fe RAs PEEP HERON RNA 病毒 基因 组 或 病毒 感染 
复制 过 程 中 的 中 间 RNA 产物 ; 实验 方法 通过 质粒 载体 或 病毒 载体 转 染 表达 的 
dsSRNA 或 shRNA; JRF REFER RE CA 4) 。 


重复 DNA 转基因 DNA 


重复 RNA ”异常 RNA ”病毒 RNA 实验 导 和 人 RNA 


一 -一生 dsRNA 


图 4 dsRNA FLAP EURO” 


1.2.1.1 转基因 


这 里 有 必要 首先 提 到 的 是 ， 在 真菌 、 植 物 和 无 脊椎 动物 细胞 中 ，RNA 依赖 
的 RNA i (RNA-dependent RNA polymerase, RdRP) 可 以 介 导 对 转基因 
表达 的 mRNA 进行 聚合 作用 ， 从 而 形成 dsRNA 这 一 有 趣 的 过 程 。 特 别 在 植物 
细胞 中 ， 内 源 性 的 RdRP 是 转基因 调节 的 共 抑 制作 用 所 必需 的 蛋白 质 尼 :2 ， 而 
有 趣 的 是 ， 该 蛋白 质 在 病毒 感染 植物 诱发 基因 沉默 过 程 中 却 不 是 必需 的 ， 可 能 是 
由 于 病毒 本 身 提供 了 病毒 RNA 聚合 酶 :2 。 实 验证 明 ，RdRP 能 够 在 没有 引物 的 
情况 下 ， 以 mRNA 为 模板 合成 双 链 的 dsRNA”), CAR AN FEE A AEE mRNA 
产物 可 能 是 植物 转基因 诱发 基因 沉默 最 初始 的 诱导 因子 。 在 某 些 情况 下 ，RdRP 
不 知 何故 视 转 基因 mRNA 为 异常 的 外 来 物质 ， 将 其 聚合 为 dsRNA， 进 而 诱发 基 
因 沉 默 。 在 这 种 起 因 的 RNAi 过 程 中 ，dsRNA 只 能 被 认为 是 中 间 产 物 ， 真 正 的 
诱导 因子 是 转基因 mRNA 本 身 。 至 于 为 何 转基因 mRNA 会 被 视 为 外 来 物质 ， 目 
前 尚 不 清楚 ， 其 中 一 种 可 能 性 是 转基因 的 高 水 平 表达 导致 某 些 mRNA 剪接 的 失 
TR 〈 例 如 末端 没 加 腺 味 叭 ) ， 这 些 缺 陷 的 mRNA 被 RdRP 视 作 异常 物质 四 。 另 一 
种 可 能 性 是 宿主 细胞 出 于 自卫 的 需要 ， 自 然 地 将 聚积 的 裸露 转基因 DNA 加 以 
标记 ， 并 通过 RdRP 介 导 的 RNAi 抑制 其 表达 ， 直 至 清除 外 源 DNA。Volpe 
ECT 发现 裂 殖 酵母 的 RdRP 与 处 于 非 活 姥 状态 的 异 染 色 质 结合 在 一 起 ， 这 为 以 
上 的 假设 提供 了 一 个 旁证 。 


1.2.1.2 EF 


转 座 子 (transposon) 是 转 座 因子 (transposable element, TE) 的 其 中 一 
类 ， 是 dsRNA 的 又 一 个 重要 来 源 C2 。 转 座 子 指 可 以 在 基因 组 不 同位 置 跳 耻 转 移 
的 DNA 序 列 ， 通 常 可 分 为 两 类 。I 类 转 座 子 在 复制 过 程 中 首先 转录 获得 RNA 中 
间 产 物 ， 然 后 以 RNA 中 间 产 物 为 模板 反 转 录 大 量 扩 增 新 的 拷贝 。 这 一 类 型 的 转 
座 子 在 真 核 生物 中 的 含量 特别 丰富 ， 尤 其 是 在 植物 中 ， 例 如 在 玉米 中 工 类 转 座 子 
约 占 细胞 核 DNA 总 量 的 70%。I 类 转 座 子 大 多 数 含 有 长 未 端 重 复 序列 〈long 
terminal repeat，LTR) ， 因 此 在 复制 过 程 中 很 容易 产生 大 量 发 夹 状 结构 的 dsR- 
NA。 开 类 转 座 子 存在 于 几乎 所 有 的 生物 细胞 中 ， 特 别 是 原核 细胞 。 这 类 转 座 子 
含有 未 端 反 向 重复 序列 (terminal inverted repeat, TIR), TIR 的 长 度 从 11 个 碱 
基 到 几 百 个 碱 基 不 等 。 开 类 转 座 子 家 族 中 某 些 成 员 编 码 转 座 酶 〈transposase)， 
它 作用 于 TIR 使 转 座 子 可 以 整合 到 基因 组 的 其 他 区 域 [2'2] 。 转 座 子 在 基因 组 内 
来 回 穿插 ， 改 变 基因 的 结构 和 功能 ， 成 为 基因 组 进化 的 动力 之 一 。 然 而 ， 转 座 子 
同时 也 对 基因 组 造成 严重 的 扰乱 和 破坏 ， 为 了 保证 基因 组 的 行使 正常 功能 ， 
细胞 通过 基因 沉默 分 子 机 制 对 转 座 子 的 活性 进行 抑制 。 出 于 这 样 的 目的 ， 转 座 子 
在 复制 表达 过 程 中 所 产生 的 dsRNA 作为 基因 沉默 诱导 因子 起 了 重要 的 作用 己 ) 。 
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12.1.3 病毒 


病毒 感染 细胞 后 在 复制 过 程 中 亦 会 产生 大 量 的 dsRNA。 以 植物 为 例 ， 目 前 
为 止 发 现 了 超过 72 个 属 500 多 个 种 类 的 植物 病毒 3] ， 而 且 ， 不 论 单子 叶 植物 还 
是 双子 叶 植物 ， 没 有 一 个 植物 种 类 不 会 感染 病毒 ， 大 多 数 植物 甚至 同时 感染 多 种 
病毒 。 植 物 病毒 有 多 种 多 样 的 宿主 范围 ， 包 括 昆 贝 、 真 菌 、 兰 椎 动物 甚至 人 类 。 
植物 感染 病毒 症状 轻微 ， 可 能 不 明显 ， 但 是 感染 严重 时 经 常 在 叶子 上 出 现 花 斑 ， 
甚至 出 现 整 体 性 的 坏死 枯萎 现象 (图 1) 。 有 些 植物 病毒 的 基因 组 是 单 链 DNA 
(ssDNA) 或 双 链 DNA (dsDNA) ， 而 有 些 病毒 基因 组 本 身 就 是 dsRNA。 然 而 ， 
超过 90%% 的 植物 病毒 基因 组 是 sRNA， 它 们 通过 RdRP 进行 复制 。 因 此 ， 植 物 
正 是 充分 利用 病毒 复制 所 形成 的 dsRNA 中 间 产 物 诱发 RNAi， 藉 此 对 大 量 的 病 
毒 感染 作出 防御 。 

SK, RNAi 作为 一 种 简单 有 效 的 分 子 生 物 学 技术 ， 研 究 人 员 通 常 采 用 化 学 
合成 dsRNA， 或 质粒 载体 、 病 毒 载体 表达 所 需要 的 dsRNA， 进 而 诱导 特异 有 效 
的 RNAi 进行 基因 功能 研究 和 疾病 治疗 。 


1.2.2 起 始 阶段 : dsRNA 被 加 工 成 为 siRNA 


尽管 在 大 多 数 情况 下 ，dsRNA 是 RNAi 的 初始 诱导 因子 ， 但 是 ，dsRNA 必 
须 被 进一步 加 工 成 为 适当 大 小 的 siRNA 方 能 发 挥 功能 。Zamore 等 5 最初 发 现 ， 
dsRNA 与 果 蝇 胚胎 提取 物 混 合 温浴 后 ，dsRNA 被 降解 成 长 度 约 22 个 核 苷 酸 的 
RNA 小 片段 ， 进 一 步 分析 这 些小 片段 发 现 它们 是 双 链 的 ， 而 且 带 有 5 末端 磷酸 
基 团 。 因 此 ， 研 究 人 员 把 注意 力 投向 了 具有 核酸 内 切 功能 ， 且 能 使 切 成 的 小 片段 
产生 同样 末端 结构 的 Rnase III 核糖 核酸 酶 家 族 。 

根据 蛋白 质 结 构 ，Rnase III 家 族 可 以 分 为 三 类 [59 ， 第 一 : 细菌 Rnase III, 
包含 有 一 个 催化 结构 域 〈catalytic domain) 和 一 个 dsRNA 结合 结构 域 (dsRNA- 
binding domain); 第 二 : Drosha 家 族 核 酸 酶 65] ， 包 含 两 个 催化 结构 域 ; 第 三 : 
该 类 Rnase III 也 包含 两 个 催化 结构 域 9 ， 同 时 多 了 一 个 具有 螺旋 酶 功能 的 螺旋 
酶 结构 域 (helicase domain) ， 还 有 一 个 PAZ 结构 域 (Piwi/Argonaute/Zwille 
domain) (AI 5). PAZ 结构 域 也 存在 于 Argonaute (Ago) 蛋白 家 族 中 ， 由 于 
Ago 家 族 在 RNAi 机 制 中 发 挥 了 重要 的 功能 ， 因 此 认为 ， 第 三 类 的 Rnase III 是 
在 RNAi 过 程 中 将 dsRNA PIL siRNA 所 必需 的 蛋白 质 B'37] ， 该 类 Rnase III 
被 命名 为 Dicer 酶 。 上 述 理论 假设 在 以 果 蝇 为 动物 模型 实验 中 获得 了 验证 ， 果 蝇 
基因 组 编码 两 个 Rnase III 基因 CG4792 和 CG6493 , Bernstein 和 他 的 同事 25 用 
免疫 亲 和 层 析 法 纯化 了 果 蝇 CG4792 蛋白 质 ， 并 证 明了 该 蛋白 质 能 够 有 效 地 将 
dsRNA 切割 成 siRNA, PEMA RNAi, HI, CG4792 蛋白 被 命名 为 Dicer-1 。 
研究 发 现 ，Dicer MEDC LA SRS. AICTE AC. He, Ba 
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还 是 哺乳 动物 “~ 人 入 细 胞 内 普遍 存在 同 源 产 物 ， 这 暗示 在 相应 物种 中 RNAi 分 子 
机 制 也 同样 保守 。 


RNaseIIEdsRBD 
par — EcRNaseC 
Aly Pro-rich RS-rich RNase II RNase III dsRBD 
=# Dm Drosha 
Helicase DUF283 PAZ RNaselll RNase I dsRBD 


Hs Dicer 
=k ———i—— a SC Dicer-1 CG4792 
2727. eee Dicer-2 CG6493 
图 5 RNase III 家 族 分 类 59 


Dicer 酶 是 如 何 启动 对 dsRNA 的 切割 呢 ? 早期 的 假设 认为 ，Dicer MED 
dsRNA 螺旋 结构 上 形成 二 聚 体 ， 然 后 催化 四 个 核酸 内 切 反 应 5 。 最 近 的 研究 结 
果 表 明 ，Dicer 可 能 以 单 聚 体形 式 催化 两 个 核酸 内 切 反 应 以 4 ，Dicer 酶 首先 与 
dsRNA 的 未 端 结 合 ， 然 后 以 从 末端 起 约 每 22 bp 为 一 个 跨度 进行 切割 ， 假 如 
dsRNA 的 末端 受到 修饰 ， 此 时 Dicer 酶 无 法 从 双 链 末端 启动 切割 ， 而 必须 从 双 
链 内 部 起 始 ， 反 应 就 显著 变 慢 [4 。Zhang 等 "5 鸣 认 为 ， 从 双 链 内 部 启动 反应 的 效 
率 远 远 比 从 未 端 启动 效率 低 ， 但 是 ， 一 旦 dsRNA 被 从 内 部 启动 反应 的 Dicer fig 
切 开 之 后 ， 就 暴露 了 新 的 正常 的 末端 ， 随 后 反应 就 恢复 到 应 有 的 速度 。 

Dicer Ag UIA] Xt dsRNA 进行 内 切 反 应 的 呢 ? 第 一 类 Rnase III 晶体 结构 的 
解析 为 Dicer 蛋白 高 级 结构 以 及 如 何 催化 内 切 反 应 提供 了 很 有 价值 的 参考 。 第 
一 类 Rnase II] 晶体 结构 是 在 没有 dsRNA 结合 的 情况 下 获得 的 ， 但 是 研究 人 员 根 
据 晶体 结构 展现 出 来 的 催化 氨基 酸 残 基 对 dsRNA 的 结合 位 点 作出 了 推测 搬 ; 。 该 
晶体 结构 显示 〈 图 6) ， 每 个 Rnase III 单 体 有 两 个 活性 中 心 ， 而 每 个 单 体 都 有 多 
个 氨基 酸 残 基 与 另 一 个 单 体 共 同形 成 复合 的 活性 位 点 ， 由 此 形成 的 二 聚 体 将 能 够 
从 dsRNA 的 内 部 进行 结合 ， 催 化 内 切 反应 形成 的 两 条 新 链 3 末端 具有 2 个 碱 基 
的 突出 〈overhang) ， 突 出 碱 基 的 数目 和 小 片段 dsRNA 长 度 分 别 由 二 聚 体 一 端 
的 复合 活性 中 心 空间 跨度 和 两 个 复合 活性 中 心 之 间 的 距离 决定 。 然 而 ， 第 一 类 
Rnase III 催化 反应 的 模式 似乎 并 不 适合 Dicer 酶 ， 因 为 ， 与 单 体形 式 催化 反应 的 
Dicer 酶 相 比 ， 以 二 聚 体形 式 催 化 反应 的 第 一 类 Rnase III 缺失 了 多 个 重要 的 具有 
催化 功能 的 氨基 酸 残 基 。 更 令 人 惊奇 的 是 ， 对 Dicer 酶 的 额外 的 有 催化 功能 的 氢 
基 酸 进行 突变 ， 不 会 降低 Dicer 酶 的 活性 只 ， 这 暗示 Dicer 酶 的 每 一 个 Rnase III 
结构 域 可 能 不 会 有 超过 一 个 的 活性 中 心 存 在 。 由 此 ，Zhang[ 和 Hammond 等 
构建 了 更 加 合理 的 Dicer 酶 催化 反应 模型 〈 图 7) 。 在 这 个 模型 中 ，Dicer 酶 的 两 
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个 Rnase III 结构 域 偶 联 形成 分 子 内 的 假 二 聚 结 构 ， 这 样 所 形成 的 活性 中 心 与 第 
一 类 Rnase III 二 聚 体 类 似 。Dicer i Rnase III 假 二 聚 体 结构 的 两 个 催化 位 点 分 
BIEL dsRNA 双 链 的 其 中 一 条 单 链 。 形 成 的 siRNA 的 3 末端 2 个 碱 基 的 突出 由 
假 二 聚 体形 成 的 两 个 活性 中 心间 的 空间 跨度 所 决定 ， 与 Rnase III 催化 位 点 在 
Dicer 肽 链 上 的 氨基 酸 残 基 上 距离 无 关 。 而 siRNA 产物 的 长 度 由 PAZ 结构 域 与 
Rnase II 活性 中 心间 的 距离 决定 。 


图 7 Dicer 酶 催化 dsRNA 前 切 反 应 模式 B446] 


1.2.3 中 间 阶 段 RISC 装载 siRNA 
1.2.3.1 RISC 蛋白 组 分 


正如 前 面 所 提 到 的 ，Fire 等 “ 扩 首 先 预 测 到 了 一 系列 蛋白 质 的 存在 ， 它 们 与 
siRNA 双 螺 旋 结 构 解 旋 ， 和 能 够 帮助 siRNA 识别 特异 性 的 靶 mRNA 并 进行 切 
割 等 功能 有 关 。 第 一 个 验证 性 的 工作 由 Tuschl 等 "所 完 成 ， 他 们 发 现 ，dsRNA 
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在 体外 果 蝇 胚胎 细胞 的 提取 物 中 能 够 诱导 与 之 序列 同 源 的 mRNA 的 降解 ， 这 说 
BA RNAi 的 诱发 不 需 细 胞 器 的 参与 ， 可 能 是 在 一 系列 蛋白 质 的 参与 下 进行 的 。 在 
另 一 个 利用 体外 培养 的 果 蝇 细胞 提取 物 诱 导 RNAI 实验 中 ，Hammond 等 5 发现 
了 一 个 具有 限制 性 内 切 核酸 酶 活性 的 核酸 蛋白 复合 体 ， 有 趣 的 是 该 复合 体 中 包含 
siRNA， 这 个 实验 结果 支持 了 “具有 序列 特异 性 识别 切割 靶 mRNA 功能 的 限制 
性 内 切 核 酸 酶 复合 体 介 导 RNAi” 的 理论 假设 ， 这 个 复合 体 被 命名 为 RNA 诱导 
的 沉默 复合 体 CRNA-induced silencing complex，RISC) 。 通 过 层 析 ， 研 究 人 员 
SLE AR ll AY SE A BER, RISC 的 大 小 可 能 不 同 ， 可 以 是 500 kDa 或 
360 kDa 或 140 kDa。 这 种 差异 也 反映 出 RISC 中 可 能 存在 元 余 的 成 分 ， 如 果 这 个 
推测 是 正确 的 ， 那 么 140 kDa 大 小 的 蛋白 质 可 能 是 具有 活性 的 、 最 精简 的 RISC。 
最 新 的 研究 结果 [55 表明， 最 精简 的 RISC 是 可 能 存在 的 ， 因 为 Ago 与 siRNA 两 
者 的 简单 组 合 就 足以 诱发 RNAi。 通 过 层 析 纯 化 果 蝇 细胞 RISC, ABS RISC 的 
多 种 组 成 成 分 ， 最 早 被 鉴定 的 是 Argonaute2 (Ago2)°", Ago2 是 一 个 基因 家 族 
的 成 员 之 一 ， 这 个 基因 家 族 在 绝 大 多 数 真 核 细胞 和 少数 原核 细胞 的 基因 组 中 是 保 
守 的 。Ago2 在 秀丽 新 小 杆 线 虫 中 的 同 源 产物 RDE-1 是 通过 遗传 方法 分 析 RNAi 
缺陷 突变 个 体 克 隆 得 到 的 5 ， 这 反 过 来 更 加 说 明了 Ago2 45 RNAi 之 间 的 重要 关 
Hk. RISC 的 其 他 组 分 也 逐渐 被 克隆 获得 ， 它 们 包括 RNA 结合 蛋白 VIG、 脆 性 
X 蛋 白 、 脆 性 又 相关 蛋白 dFXER、 螺 旋 酶 ， 以 及 Tudor-SN“~**) 4, Tudor-SN 
含有 5 个 葡萄 球菌 核酸 酶 〈Snase) 结构 域 和 一 个 Tudor 结构 域 ，Snase 结构 域 
的 存在 使 人 们 推测 TudorSN 蛋白 可 能 是 负责 切割 降解 靶 mRNA 的 具有 限制 性 
内 切 核酸 酶 活性 的 RISC 组 分 ， 即 Slicer。 然 而 ， 有 些 证 据 并 不 支持 上 述 推测 ， 
首先 ， 与 限制 性 内 切 核酸 酶 活性 有 关 的 许多 重要 的 氨基 酸 残 基 在 TudorSN & 
白 的 Snase 结构 域 中 不 存在 5 ;其 次 ，Snase 本 身 是 一 种 外 切 核酸 酶 ，RNA 经 
过 它 的 降解 获得 的 是 具有 5 羟基 3 磷酸 基 团 的 产物 5 中， 这 与 RNAi 反应 所 获 
得 的 具有 5 磷酸 基 团 3 羟基 产物 的 情形 不 一 致 。 因 此 TudorSN 可 能 与 mRNA 
经 Slicer 切割 后 的 产物 降解 有 关 ， 而 不 是 与 Slicer 本 身 有 关 。 j 


1.2.3.2 RISC 的 装载 与 起 始 阶 段 偶 联 


siRNA 45 RISC 之 间 是 如 何 进 行 装配 的 呢 ? 事实 上 ，Dicer 酶 对 dsRNA 的 
加 工 以 及 随后 siRNA 与 RISC 的 装配 这 两 个 过 程 并 不 是 完全 分 开 的 ， 而 是 偶 联 
的 一 个 过 程 。 通 过 果 蝇 S2 细胞 提取 物 的 免疫 共 沉 淀 实验 表明 ，RISC 的 Ago2 & 
白 与 Dicer-l Zl) BEC. Ago 蛋白 在 秀丽 新 小 杆 线虫 中 的 同 源 蛋 白 RDE-1 与 
秀丽 新 小 杆 线虫 的 Dicer-1 〈 秀 丽 新 小 杆 线虫 细胞 中 唯一 的 一 个 Dicer 酶 ) 之 间 也 
同样 存在 互 作 关系 5 品 。 在 人 类 细胞 中 ， 新 近 的 研究 工作 证 明 ，Dicer 与 Ago 和 蛋白 
的 两 个 成 员 (Ago2 和 HIWI) 通过 Dicer 酶 的 Rnase III 结构 域 和 Ago 蛋白 的 
Piwi 结构 域 之 间 直 接 相互 作用 5] 。 另 一 个 重要 的 证 据 来 自 果 蝇 的 dsRNA 结合 
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蛋白 R2D2 的 克隆 鉴定 ， 实 验证 明 ，R2D2 与 果 蝇 中 生产 siRNA 最 主要 的 Dicer 
酶 (Dicer-2) 之 间 形 成 异 二 聚 体 [5…5 。 当 R2D2 缺失 ，Dicer-2 仍然 能 够 有 效 地 
加 工 dsRNA, 但 siRNA 产物 却 不 能 有 效 地 与 RISC 进行 装配 ;siRNA 很 容易 被 
检测 到 与 Dicer-2/R2D2 异 二 聚 体 而 不 是 单独 的 Dicer-2 结合 在 一 起 ， 这 暗示 在 果 
蝇 中 siRNA 49 Dicer-2/R2D2 异 二 聚 体 的 结合 对 RISC 装配 至 关 重 要 [* ， 因 此 ， 
Dicer-2/R2D2 复合 体 被 称 为 RISC 装载 复合 体 (RISC loading complex, 
RLC)5s] 。 秀 丽 新 小 杆 线虫 的 RDE-4 蛋白 与 果 蝇 R2D2 有 着 十 分 相似 的 结构 域 ， 
并 且 RDE-4 与 Dicer-1 互 作 介 导 秀 丽 新 小 杆 线虫 RNAi ， 这 说 明 R2D2 的 功能 
在 其 他 生物 RNAi 中 可 能 是 保守 的 。 

RNAi 起 始 阶段 与 中 间 阶 段 偶 联 的 假设 最 直接 的 证 据 是 Dicer 酶 加 工 dsRNA 
之 后 ， 在 RISC 装配 中 所 扮演 的 下 游 功 能 。 化 学 合成 的 21 bp siRNA 能 够 有 效 地 
诱发 RNAi， 说 明 这 样 的 siRNA 可 能 绕 过 了 Dicer 酶 的 剪 切 加 工 ， 因 为 它们 与 
dsRNA 经 自然 剪 切 的 siRNA 大 小 一 样 ， 因 而 不 需要 再 进行 这 样 的 过 程 。Mar- 
tinez 等 5 的 发 现 支持 了 这 种 可 能 ， 他 们 对 人 类 细胞 提取 物 的 Dicer 酶 进行 免疫 
灭 活 〈immunodepletion) 并 不 能 阻 断 siRNA 有 效 诱 导 RNAi. Mil. AHH 
究 发 现 ， 将 人 类 细胞 Dicer MAA RRR. We Hl] siRNA 诱导 对 报告 基因 的 沉 
BRERA 。 这 些 实验 说 明 ，Dicer 酶 除了 执行 siRNA 生产 功能 外 ， 还 在 下 游 发 
挥 了 重要 功能 。 更 直接 的 证 据 来 自 以 下 两 个 工作 ，Lee SO 通过 遗传 学 的 方法 
获得 了 Dicer-2 的 果 蝇 突变 品系 ， 然 后 将 化 学 合成 的 siRNA 分 别 注射 到 突变 品系 
豚 胎 细胞 和 野生 品系 胚胎 细胞 中 ， 结 果 发 现 ， 相 比 后 者 ， 前 者 的 RNAi 反应 远 远 
SBA. MA, ein AAR WE siRNA 存在 的 情况 下 对 靶 mRNA 
的 切割 能 力 显 著 下 降 。 有 趣 的 是 ， 他 们 将 一 种 部 分 纯化 过 的 含有 Dicer-2 的 蛋白 
复合 体 加 到 上 述 细 胞 提取 物 中 后 ，RISC 的 活性 恢复 到 了 野生 品系 胚胎 细胞 提取 
物 水 平 。 最 近 在 人 类 细胞 中 的 实验 表明 ，27 bp dsRNA 或 发 夹 状 RNA (shR- 
NA) 比 化 学 合成 的 标准 的 21 bp siRNA 更 加 有 效 地 诱导 RNA, Alt, 
Dicer 酶 加 工 dsRNA 形成 siRNA 这 一 过 程 可 能 与 RISC 装配 过 程 偶 联 (图 8)， 
并 对 RISC 的 活性 起 加 强 促进 作用 "ss 。 

现在 知道 ， 果 蝇 的 Dicer-2/R2D2 异 二 聚 体 (RLC) SEM dsRNA 的 剪 切 后 ， 
携带 着 sRNA， 由 了 2D2 引导 与 RISC 中 的 关键 蛋白 Ago2 4AM (AD, BK 
上 ， 还 有 其 他 的 蛋白 质 参 与 RISC 装载 的 整个 过 程 (AO, 


1.2.3.3 RISC 装载 单 链 siRNA 


当 RISC 装载 了 双 链 的 siRNA 之 后 ， 到 靶 mRNA 被 识别 剪 切 之 前 的 这 段 过 
程 ，RISC 与 siRNA 之 间 又 发 生 了 怎样 的 变化 呢 ? 实验 显示 ， 大 多 数 RISC/ 
siRNA 复合 体 中 ，siRNA 以 单 链 的 形式 存在 吧 '"" 。 因 此 ,在 RISC 装配 的 过 程 中 
或 之 后 ，siRNA 可 能 发 生 了 解 链 ， 并 且 其 中 一 条 链 从 RISC 中 游离 出 去 。siRNA 
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的 双 链 结构 在 热力 学 上 是 十 分 稳定 的 ， 解 链 过 程 可 能 需要 解 链 酶 (unwin- 
dase)c 的 参与 ， 因 此 ， 果 蝇 中 许多 具有 解 链 酶 相关 结构 域 的 蛋白 质 〈Dicer-2、 


RISC 装 载 复合 体 R2?) 


图 8 Dicer 酶 对 dsRNA 的 前 切 过 程 与 RISC 装载 过 程 偶 联 5 


图 9 Dicer-2/R2D2 携带 siRNA 与 Ago2 444%" 


Armitage”) 45) 被 推测 催化 这 个 反应 ， 但 均 没有 得 到 直接 证 据 的 支持 。 例 如 ， 
将 Dicer-2 的 解 链 酶 相关 结构 域 氨基 酸 突变 ， 尽 管 失去 了 dsRNA 的 剪 切 功能 ， 
但 是 并 不 影响 化 学 合成 标准 的 siRNA 诱发 RNAi ， 这 说 明 ，Dicer-2 不 会 直接 
参与 催化 siRNA 的 解 链 过 程 。Armitage 蛋白 功能 缺陷 的 果 蝇 卵巢 细胞 提取 物 中 
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RISC 装配 活性 变 绊 ， 但 却 不 影响 RLC 的 形成 ， 这 暗示 ，Armitage 可 能 与 
siRNA 的 解 链 有 关 -” 。 


1) RISC 对 化 学 合成 siRNA 的 链 选 择 


由 于 化 学 合成 标准 的 siRNA 不 需 经 过 起 始 阶段 的 Dicer 酶 加 工 ， 因 此 ， 哪 
一 条 链 被 RISC 选用 可 能 在 很 大 程度 上 取决 于 siRNA 双 链 末端 碱 基 配 对 的 热力 
学 稳定 性 5?' 罗 。 如 果 双 链 的 其 中 一 端 较 不 稳定 ， 那 么 这 一 端 具 有 5 磷酸 基 团 的 
单 链 更 加 倾向 与 RISC 进行 装配 ， 那么 ， 这 条 链 将 会 引导 RISC 寻找 与 之 匹配 的 
mRNA 并 进行 切割 ， 该 链 称 为 引导 链 (guide strand) (110); 而 另 一 条 链 则 称 
为 过 客 链 (passenger strand) ， 将 会 被 遗弃 不 用 。 因 此 ， 在 人 工 设计 siRNA 时 ， 
对 热力 学 稳定 性 的 考虑 可 以 显著 提高 RNA 的 效率 ， 从 而 降低 因 过 客 链 装载 
RISC 所 导致 的 副作用 (off-target effect) 的 发 生 5576 。 

RISC 是 如 何 对 siRNA 的 两 个 未 端 作出 稳定 性 评估 的 呢 ? 这 可 能 与 装配 过 
程 中 sRNA、Dicer2、R2D2 三 者 之 间 的 相互 作用 有 关 。 多 数 Dicer 家 族 成 员 含 
有 dsRNA 结合 结构 域 PAZ， 而 PAZ 的 高 级 结构 显示 它 拥有 能 够 包容 siRNA 未 
端 2 个 碱 基 突 出 的 衣 袋 结构 "7”…s 。 体 外 实验 表明 ， 人 重组 Dicer 酶 对 dsRNA YJ 
割 时 ，PAZ 结构 域 绑 定 dsRNA WHY, dsRNA 结合 结构 域 (dsRNA-binding 
domain，dsRBD) 绑 定 dsRNA 的 内 部 ， 而 后 通过 两 个 Rnase III 结构 域 对 
dsRNA 的 双 链 分 别 进行 切割 4 CA 10)。 因 此 ，siRNA 末端 稳定 性 的 微弱 差 
异 就 可 能 影响 PAZ 结构 域 与 siRNA 末端 的 选择 性 结合 ， 进 而 决定 解 链 后 哪 条 链 
被 装载 成 为 引导 链 。 类 似 地 ， 果 蝇 R2D2 蛋白 dsRBD 也 倾向 于 快速 地 结合 更 加 
稳定 的 siRNA AG"), Ak, siRNA, Dicer-2, R2D2 三 者 间 的 这 种 不 匀称 的 
相互 作用 可 能 直接 导致 解 链 酶 与 SIRNA 的 哪 一 末端 结合 ， 并 最 终 决 定 双 链 各 自 
的 命运 [5 。 
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2) RISC 对 Dicer 酶 加 工 形成 的 siRNA 的 链 选 择 


与 化 学 合成 的 标准 siRNA Ala], dsRNA 必须 经 Dicer 酶 从 未 端 开 始 剪 切 
才能 形成 有 效 的 siRNA ， 在 这 个 过 程 中 可 能 有 其 他 因素 影响 了 RISC 对 
siRNA 的 链 选 择 。Elbashir 及 其 同事 的 工作 03 表明， 当 Dicer 酶 在 长 dSRNA 的 
某 一 端 开 始 剪 切 时 ， 在 产物 siRNA 同一 端 有 3 末端 突出 的 链 将 被 选择 装载 
RISC， 至 少 对 他 们 实验 当中 所 采用 的 特殊 的 dsRNA 是 这 样 的 情况 。 一 个 可 能 的 
原因 是 ，Dicer MEAT BI dsRNA 的 功能 ， 还 参与 了 护送 siRNA 装载 RISC 
的 功能 ， 这 两 个 过 程 之 间 是 连续 的 ，siRNA 并 没有 从 Dicer 酶 上 解 离 下 来 ， 因 而 
在 这 种 情况 下 ，Dicer #89) dsRNA 的 方向 就 直接 影响 了 最 终 的 链 的 选择 〈 图 
11) 。 特 别 是 当 shRNA 存在 时 ，Dicer 酶 没有 任何 选择 机 会 ， 只 能 从 shRNA 的 
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引导 链 编码 的 RISC: 遵 循 热力 学 稳定 性 原则 
图 11 Dicer 酶 对 长 dsRNA 加 工 形 成 的 siRNA WEEE 


2 12° 


发 夹 的 另 一 端 开 始 剪 切 ，siRNA 的 链 选择 就 只 有 一 种 可 能 ， 这 可 能 是 shRNA 比 
化 学 合成 的 标准 SIRNA 更 加 有 效 地 诱导 RNAits- 色 的 原因 ， 因 为 化 学 合成 的 标 
准 siRNA 有 两 种 链 选择 ， 其 中 一 种 不 能 诱发 我 们 所 期 望 的 RNAi， 甚 至 产生 副 
作用 。 

然而 ， 一 个 很 重要 的 问题 是 : 影响 siRNA 链 选 择 的 上 述 两 个 因素 (siRNA 
热力 学 稳定 性 和 Dicer 酶 剪 切 方向 ) 是 否 会 互相 矛盾 ? 在 某 些 情况 下 ， 由 长 dsR- 
NA 或 shRNA 剪 切 形成 的 siRNA 与 Dicer 酶 结合 并 不 符合 热力 学 稳定 性 原则 ， 
这 时 siRNA 与 Dicer 酶 之 间 会 发 生 怎 样 的 变化 呢 ? 一 种 可 能 是 ，siRNA 从 Dicer 
酶 上 解 离 下 来 ， 然 后 重新 根据 热力 学 稳定 性 原则 重新 结合 〈 图 12); 另 一 种 可 能 
是 ， 热 力学 稳定 性 原则 不 起 作用 ，siRNA 与 Dicer 酶 的 结合 不 发 生 任何 改变 。 目 
前 更 多 的 实验 证 据 支持 了 第 一 种 可 能 "'” -5 ， 但 仍 有 待 进行 更 深入 的 研究 。 


SiRNA 解 离 和 反 
3 方向 的 重新 结合 
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引导 链 编 码 的 RISC: 引导 链 编码 的 RISC: 
违背 热力 学 稳定 性 原则 ? 遵循 热力 学 稳定 性 原则 


图 12 RISC Xf siRNA 的 链 选 择 遵循 热力 学 稳定 性 原则 5” 


3) RISC 3 siRNA 过 客 链 


既然 siRNA 引导 链 与 过 客 链 之 间 形 成 的 双 链 杂交 结构 与 RISC B94) 98 mR- 
* 18 6 


NA 时 引导 链 和 mRNA 之 间 形成 的 双 链 杂 交 结 构 如 此 类 似 ，Matrangate] 和 
Rand 等 轨 问 了 一 个 非常 有 意思 的 问题 : 过 客 链 是 否 是 RISC 接触 mRNA 之 前 的 
第 一 个 剪 切 目标 呢 幸运 的 是 ， 他 们 通过 ”了 同位 素 标记 的 确 检测 到 了 大 小 约 9 
nt 的 过 客 链 前 切 产物 〈 图 13) ， 而 且 ， 过 客 链 的 剪 切 是 在 其 与 引导 链 解 旋 之 前 进 
行 的 
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5'-pUUGCGCAAGUCUCCAACAUGTAT-3' 5'-pUUGCGCAAGUCUCCAACAUATAT-3' 
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3'-dTdTCACGCGUUCAGAGGUUGUAp-S' 3'-dTdTCACGCGUUCAGAGGUUGUAp-S' 


图 13 RISC 394) siRNA WAH 


HFU ERB, Matranga’! 和 Rand fa] FH—-P A: 过 客 链 的 剪 切 
是 否 对 RISC 的 装载 和 活性 至 关 重 要 ， 是 否 是 RNAi 缺 一 不 可 的 一 个 反应 呢 ? 这 
对 佐证 Ago2 蛋白 在 RISC 中 的 地 位 十 分 关键 ， 因 为 在 人 类 的 Ago 蛋白 成 员 中 ， 
其 余 三 个 (Agol、Ago3 和 Ago4) 都 不 具备 限制 性 内 切 核酸 酶 活性 ， 但 是 它们 
同样 能 够 和 引导 链 相 结合 [s'59 。 为 此 ，Matranga 等 5 在 果 蝇 实验 中 对 siRNA 
的 过 客 链 上 的 剪 切 位 点 进行 磷酸 化 修饰 ， 发 现 该 修饰 显著 降低 了 过 客 链 被 剪 切 的 
效率 ，RISC 的 装配 效率 也 比 修饰 前 降低 了 约 三 倍 ， 而 且 ， 这 种 磷酸 化 修饰 抑制 
在 人 类 细胞 提取 物 RNAi 中 表现 得 更 加 强烈 。Rand 等 [5 的 工作 得 到 了 类 似 结 
果 ， 上 此外， 他们 还 将 Ago2 蛋白 进行 活性 位 点 突变 使 其 失去 限制 性 内 切 核 酸 酶 活 
性 ， 结 果 阻 止 了 过 客 链 从 RISC 中 的 释放 。 这 两 个 工作 说 明 ， 过 客 链 的 剪 切 对 
Ago2 介 导 的 RNAi 起 重要 作用 。 但 是 ， 对 过 客 链 剪 切 位 点 的 化 学 修饰 并 不 能 完 
全 阻 断 RISC 的 装载 ， 这 一 现象 使 Matranga 等 [5 推测， 或 许 存 在 另 一 个 不 依赖 
过 客 链 剪 切 的 附加 机 制 嘻 ] ， 但 显然 需要 进一步 证 实 。 


1.2.3.4 RISC 装载 对 ATP 的 依赖 
RISC 装载 这 一 过 程 涉及 一 系列 的 反应 ， 这 些 反 应 可 能 对 能 量 有 大 量 的 需 
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RK. Filipowicz * 在 果 蝇 胚胎 提取 物 的 实验 中 发 现 ，ATP 似乎 在 RNAI 的 多 个 阶 
段 起 重要 的 作用 ， 包 括 RLC 偶 联 RISC 这 个 过 程 5" 。 有 人 推测 ，RLC 之 后 的 过 
程 对 ATP 的 需求 可 能 暗示 了 siRNA 解 链 酶 对 ATP 的 依赖 。 有 趣 的 是 ，Rand 
等 5 观 察 到 ， 与 果 蝇 胚胎 提取 物 不 同 ， 果 蝇 的 S2 细胞 提取 物 RNAi 过 程 并 不 绝 
对 需要 ATP， 而 且 他 们 还 惊奇 地 发 现 ， 长 度 仅 为 几 个 碱 基 dsRNA 的 解 链 过 程 需 
要 ATPase。 我 们 认为 ， 在 果 蝇 的 S2 细胞 提取 物 中 RISC 装载 本 身 不 需要 ATP, 
因为 siRNA 解 链 所 需 能 量 可 以 部 分 由 Ago2 锁定 引导 链 时 所 释放 的 捆绑 能 量 提 
BE. Fa ST Se RE HE in He Ry A S2 细胞 提取 物 RNAi 过 程 对 ATP 的 不 同 需 求 ， 
Rand 等 ” 还 推测 ， 在 胚胎 提取 物 中 存在 特殊 的 磷酸 酯 酶 (phosphatase)， 因 而 
ATP 的 需求 是 为 了 维持 siRNA 的 5 端 磷酸 化 状态 ， 但 是 这 个 推测 似乎 不 成 立 ， 
因为 更 新 的 研究 ”发 现 ， 即 使 在 SIRNA 的 5 端 磷酸 化 状态 始终 保持 完整 的 情况 
下 ，RISC 的 装载 仍然 需要 ATP。 考 虑 到 果 蝇 S2 细胞 提取 物 采 用 的 是 去 S100 核 
糖 体 的 上 清 液 ， 更 可 能 形成 较 小 的 精简 的 RISC， 而 胚胎 细胞 提取 物 更 可 能 形成 
大 的 完整 的 RISC， 因 此 ， 存 在 一 种 可 能 ， 那 就 是 精简 的 RISC 不 需要 ATP， 相 
反 完 整 的 RISC 需要 。 


1.2.4 完成 阶段 RISC HW mRNA 


处 于 活性 状态 的 RISC 装载 有 siRNA 的 引导 链 ， 接 下 来 它 将 寻找 识别 与 之 
匹配 的 mRNA,， 一 旦 mRNA 与 引导 链 之 间 有 着 充分 的 碱 基 互补 配对 ，RISC 将 
会 对 mRNA 进行 切割 ， 这 一 过 程 与 SRNA 过 客 链 的 剪 切 过 程 类 似 。 如 果 RNAI 
反应 体系 中 的 非特 异性 的 外 切 核 酸 酶 被 抑制 或 除去 ， 可 以 分 离 获得 5 和 3 端的 
PAE mRNA 产物， 而 5 端 那 段 产物 的 3 末端 是 羟基 ，3 端 那 段 产 物 的 5 末端 是 
磷酸 基 团 ， 这 说 明 ，RISC 是 作为 限制 性 内 切 核 酸 酶 起 剪 切 作用 〈 图 1478), 
实验 表明 ， 对 mRNA 的 剪 切 过 程 本 身 是 不 依赖 于 ATP 的 ， 而 且 siRNA 引导 链 
不 会 发 生 大 的 变化 ，RISC HDR PEABO). Ra. ZEA ATP 存在 的 
情况 下 ， 非 纯化 的 果 蝇 RISC 能 够 更 加 快速 地 进入 第 二 次 循环 ， 这 暗示 ，ATP 
可 能 促进 RISC 对 mRNA 的 剪 切 产物 的 释放 ， 或 使 RISC 恢复 构象 准备 第 二 次 的 
剪 切 ， 或 者 同时 促进 两 个 过 程 :” 。 


1.2.4.1 剪 切 位 点 的 选择 


RISC 对 mRNA 的 剪 切 具有 高 度 特异 性 ， 通 常 剪 切 位 点 处 于 从 SIRNA 5 端 
数 起 的 11 到 12 个 碱 基 相 对 应 的 位 置 c9 。 很 令 人 惊讶 的 是 ， 即 使 在 siRNA 的 5 
端 存 在 4 到 5 个 不 匹配 的 碱 基 或 者 干脆 缺失 的 情况 下 ， 这 种 精确 性 仍然 不 会 发 生 
改变 Ses ， 因 此 ， 剪 切 位 点 的 选择 可 能 不 仅仅 是 根据 对 siRNA 与 mRNA “A” 
式 双 链 结构 在 长 度 上 的 简单 度量 决定 ， 而 可 能 是 在 siRNA 引导 链 与 mRNA 杂交 
之 前 就 已 经 被 确定 了 。 然 而 ， 尽 管 siRNA 与 mRNA 之 间 有 限 数量 的 碱 基 不 匹配 
° 156 


图 14 RISC 对 靶 mRNA 的 链 剪 切 [C68 


不 会 影响 剪 切 的 精确 性 ， 但 是 可 能 显著 降低 剪 切 的 效率 ” 。 
12.4.2 剪 切 反应 


对 驾 序 列 特殊 的 化 学 修饰 可 以 为 剪 切 反 应 机 制 提 供 一 些 信息 。 在 人 或 果 蝇 
中 ，2 -脱氧 核糖 核酸 链 或 者 完全 2 -O- 甲 基 化 的 RNA 无 法 被 RISC BY BRI, 
然而 ,在 RNA 链 中 有 限 个 数 的 碱 基 置 换 (包括 2 -脱氧 核糖 核酸 置换 ) 仍然 不 
会 影响 被 人 类 细胞 精简 的 RISC BY! (图 15) 。 研 究 表明 mRNA 剪 切 位 点 的 
2 -脱氧 核糖 核酸 的 置换 可 能 使 剪 切 反应 的 速率 降低 1000 一 10 000 f°, HE 
明 ， 剪 切 位 点 的 构象 可 能 影响 整个 反应 的 效率 。 与 整个 2 -脱氧 核糖 核酸 的 置换 
相 比 ， 如 果 在 剪 切 位 点 上 仅仅 发 生 单一 的 2 -O- 甲 基 化 核糖 的 置换 ， 反 应 速率 降 
低 约 100 倍 ， 这 暗示 ， 甲 基 化 对 原子 空间 排列 结构 上 的 干扰 是 反应 速率 降低 的 可 
能 原因 [; 。 有 研究 表明 ， 剪 切 位 点 的 两 个 磷 氧 化 学 键 (P 一 O) 对 剪 切 反 应 至 关 
重要 ， 因 为 ， 发 生 在 剪 切 位 点 上 的 外 消 旋 的 Re- 和 Sp- 磷 混合 置换 使 mRNA 在 
标准 的 反应 条 件 下 〈Mg 扩 是 唯一 的 二 价 阳 离子 ) 无 法 被 RISC 显著 地 切割 5 。 
然而 ， 若 以 Mn 和 取代 Mg” ， 上 述 的 磷 置 换 对 反应 的 抑制 效应 有 所 减弱 ， 因 为 ， 
Mn’* Et Mg 六 更 能 与 RISC 的 硫 原 子 形成 协调 的 空间 匹配 5 。 以 上 研究 表明 ， 在 
剪 切 过 程 中 ，mRNA 剪 切 位 点 的 两 个 磷 氧 化 学 键 或 其 中 之 一 可 能 与 一 个 或 多 个 
的 二 价 金 属 离子 形成 内 部 空间 的 接触 5 (图 15) 。 


1.2.4.3 Slicer 剪 切 反应 的 主角 


尽管 已 知 RISC 催化 mRNA 的 剪 切 ， 但 是 究竟 RISC 中 的 哪个 成 分 是 主角 尚 
不 清楚 。 近 年 来 的 许多 结构 生物 学 研究 暗示 ，Ago 蛋白 赋予 了 RISC 对 mRNA 
. 16 . 


15 A. RISC 对 靶 mRNA 剪 切 位 点 突变 的 容忍 性 ; B. 二 价 金属 离子 介入 剪 切 反应 [5 


的 剪 切 活性 。Song 等 [ 听 成 功 地 表达 、 纯 化 了 一 个 Pyrococcus furiosus 的 Ago 蛋 
白 ， 并 且 获 得 了 结晶 。X 射线 晶体 结构 分 析 表 明 ，Asgo 蛋白 的 N 端 、 中 间 及 
Piwi 三 个 结构 域 形 成 了 月 牙 形 结构 ， 这 个 月 牙 结 构 支 撑 着 第 四 个 结构 域 PAZ 
(图 16). P. furiosus 的 Ago &A PAZ 结构 域 与 其 他 物种 独立 的 Ago 蛋白 的 
PAZ 结构 域 相似 -*。 令 人 意 想不到 的 是 ，PAZ 结构 域 下 面 的 Piwi 结构 域 形 
成 了 一 个 折 堆 ， 这 与 Rnase H 和 相关 的 多 核 苷 酸 水 解 酶 /转移 酶 Cpolynucleoti- 
dyl-hydrolase/transferase) 十 分 相似 〈 图 16)。 有 一 条 明显 的 裂 沟 ， 从 PAZ 结 
构 域 的 RNA 3 末端 结合 位 点 (3'-terminal RNA-binding site) 一 直 延 伸 到 Piwi 结 
构 域 ， 这 条 裂 沟 可 能 是 sRNA 与 mRNA 的 结合 部 位 5 。 在 这 条 裂 沟 的 边缘 有 
三 个 羧基 侧 链 ， 根 据 它 们 的 结构 定位 ， 类 似 于 Rnase H 中 结合 二 价 金 属 离子 的 
DDE 基 序 (DDE-motif) 。 

Rnase H 具有 三 个 很 显著 的 特征 : 其 一 ， 活 性 依赖 于 二 价 金属 离子 ;其 二 ， 
能 够 前 切 双 链 RNA 的 其 中 一 条 特殊 的 链 ; 甚 三， 催化 反应 的 方式 〈 例 如 ， 在 产 
物 中 分 别 产 生 3 羟基 和 5 磷酸 基 团 的 末端 ) 。 无 独 有 偶 ，RISC 也 同样 拥有 这 三 
个 特征 ， 这 上 暗示， 在 RNAi 过程 中 ，Ago 和 蛋白 的 Piwi 结构 域 与 Rnase H 以 类 似 
的 方式 起 剪 切 作 用 。 到 目前 为 止 ， 所 有 分 离 到 的 有 活性 的 RISC (包括 纯化 的 人 
的 精简 RISC55 ) 均 含 有 Ago 蛋白 组 分 ， 这 种 特征 对 RISC 的 其 他 组 分 来 说 是 不 
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图 16 A.P. furiosus 的 Ago 蛋白 晶体 结构 解析 ; B. RNase H RAMEN Rag 


BSCE), AA Ago 蛋白 成 分 被 认为 是 区 分 RISC 的 一 个 标志 。 科 学 家 
们 对 果 蝇 S2 细胞 抽 提 物 作 广 谱 的 纯化 工作 "””， 发 现在 一 个 有 活性 的 RISC 组 分 
中 ， 仅 仅 能 够 检测 到 Ago 蛋 白 成 分 ， 这 进一步 暗示 ， 单 独 的 Ago 蛋白 就 足以 体 
现 整个 RISC WHE. Ak, Ago 蛋白 恰如其分 地 解释 了 RISC 具有 限制 性 内 切 
核酸 酶 功能 的 原因 ， 是 真正 的 Slicer[55 应 该 无 太 大 的 争议 。 

在 人 类 细胞 提取 物 中 ， 存 在 Agol、Ago2、Ago3、Ago4 四 个 Ago 蛋白 成 
员 ， 只 有 Ago2 与 RNAi 的 mRNA BYR MAK), 4A Ago2 蛋 自发 生 几 
个 氨基 酸 突变 时 ， 可 能 抑制 该 蛋白 质 对 mRNA 的 剪 切 活性 ， 但 是 并 不 影响 蛋白 
质 的 表达 以 及 与 SIRNA 的 结合 ， 特 别 是 被 认为 与 形成 DDE 基 序 样 结构 有 关 
的 其 中 两 个 羧基 发 生 突变 的 时 候 ， 对 Ago2 蛋白 mRNA 剪 切 活性 的 抑制 是 最 显 
著 的。 事实 上 ， 仅 仅 从 氨基 酸 突 变 导 致 活性 散失 这 个 角度 上 ， 不 能 得 出 “突变 的 
氨基 酸 位 点 就 是 酶 的 活性 中 心 所 在 ”的 结论 ， 因 为 ， 氢 基 酸 突变 可 以 有 多 种 方式 
影响 酶 的 活性 而 不 一 定 是 因为 活性 位 点 的 破坏 所 导致 的 。 但 是 根据 前 面 所 述 ， 关 
于 Ago2 的 Piwi 结构 域 存在 DDE 基 序 样 的 结构 特征 ， 再 结合 上 述 DDE 基 序 样 
结构 两 个 羧基 发 生 突变 导致 的 显著 后 果 ， 可 以 确切 地 说 ， 至 少 某 些 Ago BAN 
Piwi 结 构 域 是 真正 的 Slicer, Ago 蛋白 对 不 同 于 RNAi 的 与 mRNA 降解 无 关 的 其 
他 基因 沉默 现象 同样 重要 ， 而 且 有 些 Ago 蛋白 也 含有 Piwi 结构 域 ， 但 是 并 
不 具有 核酸 酶 活性 。 因 此 ， 尽 管 Ago2 的 Piwi 结构 域 在 RNAi 中 确实 扮演 着 
Slicer 的 角色 ， 但 是 Ago 蛋白 的 其 他 功能 仍然 是 个 於 。 关 于 Ago 蛋白 家 族 成 员 
的 功能 ， 我 们 还 需要 更 广泛 深入 的 研究 。 


1.3 microRNA 的 表达 与 功能 


RNAi 是 一 种 在 生物 体 中 普遍 存在 的 机 制 ， 它 从 不 同 水 平 对 基因 的 表达 进行 
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调控 。 小 RNA 是 RNAi 通路 中 的 核心 ， 根 据 其 化 学 特性 和 作用 模式 可 以 划分 成 
不 同 家 族 。 在 这 些小 RNA 中 ，microRNA (miRNA) 是 在 动物 中 研究 得 最 多 的 
一 类 。 这 些小 的 内 源 性 RNA 通过 前 切 靶 标 转录 产物 或 者 干扰 其 翻译 来 实现 基 
因 的 转录 后 调控 。 在 植物 和 动物 中 已 经 发 现 了 miRNA， 在 哺乳 动物 病毒 中 也 
发 现 其 存在 。 这 暗示 哺乳 动物 病毒 依靠 宿主 的 RNAI 机 器 合成 miRNA， 这 些 
miRNA 对 被 感染 的 宿主 基因 组 和 病毒 自身 基因 组 均 有 作用 。 用 于 鉴定 病毒 
miRNA 的 技术 基本 上 与 鉴定 细胞 miRNA 的 技术 相同 。 通 过 计算 机 预测 miR- 
NA 靶 基 因 的 计算 方法 继而 进行 验证 的 方法 是 有 效 可 行 的 。 但 鉴定 病毒 MIRNA 
更 直接 和 无 偏向 性 的 方法 则 是 对 病毒 感染 的 细胞 和 组 织 建 立 的 小 RNA 文库 进 
行 克隆 和 测序 。 

虽然 所 有 的 动 植 物 都 有 内 源 miRNA 表达 ， 但 众多 的 DNA 病毒 也 编码 
miRNA 是 新 近 发 现 的 ， 推 测 它们 有 可 能 下 调 病毒 或 者 宿主 和 蛋白 基因 的 表达 。 尽 
管 我 们 已 经 了 解 部 分 病毒 miRNA MRE. (AKA BURR miRNA 的 功能 还 是 未 
知 的。 疱疹 病毒 在 可 编码 miRNA 的 病毒 中 显得 较为 独特 ， 这 是 由 于 在 长 期 的 潜 
伏 期 或 裂解 性 复制 中 ， 疱 疹 病 毒 可 以 广泛 地 利用 所 表达 的 miRNA。 病 毒 miRNA 
只 在 病毒 感染 的 细胞 中 表达 ， 因 而 被 认为 是 外 源 的 ， 所 以 在 没有 感染 病毒 的 特定 
细胞 中 表达 病毒 miRNA 是 一 个 研究 其 功能 的 有 效 手 段 。 

miRNA 的 发 现 引入 了 基因 调控 系统 的 一 个 新 模式 。 大 量 的 miRNA 已 在 广 
泛 的 物种 中 被 鉴定 ， 其 中 大 部 分 miRNA 是 通过 非 完全 匹配 结合 到 mRNA 3 非 
翻译 区 的 一 个 或 多 个 位 点 上 ， 从 而 下 调 mRNA 的 翻译 。 鉴 定 miRNA HRA 
被 认为 是 理解 miRNA 在 基因 调控 网 络 中 所 起 作用 的 一 个 重要 步骤 。 基 于 已 观察 
到 的 一 些 特征 〈 如 两 个 核糖 核酸 分 子 的 杂交 程度 ) 的 规则 ， 现 已 开发 了 专门 的 计 
算 机 算法 ， 用 于 研究 miRNA 与 其 靶 标 的 相互 作用 。 这 些 电脑 模 拟 方法 为 
miRNA 辑 标 检测 提供 了 重要 的 工具 ， 并 连同 实验 验证 ， 有 助 于 揭示 miRNA 的 
调控 靶 标 。 

尽管 RNAi 分 子 机 制 最 初 在 秀丽 新 小 杆 线虫 中 被 发 现 [5) ， 但 是 ， 后 续 的 研究 
工作 表明 ， 该 分 子 机 制 存 在 于 绝 大 多 数 的 真 核 生 物 中 ， 包 括 真菌 no 、 植 物品 、 
原生 动物 2" 、 无 脊椎 动物 03 29 、 着 椎 动物 Po 等 ， 区 别 主 要 在 于 参与 该 分 子 机 
MAKE AO”, Bild Dicer 酶 〈 图 17) 。 事 实 上 ， 在 同一 种 真 核 细胞 中 ， 仍 
然 存 在 可 以 归 为 另 一 类 型 但 又 极为 相似 的 RNAi FOL HOO 〈 图 18) ， 那 就 是 ， 
由 miRNA 诱导 的 对 靶 mRNA 的 剪 切 或 翻译 抑制 〈translational inhibition) 。 
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与 siRNA 不同 ，miRNA 起 源 于 细胞 内 源 性 的 具有 发 夹 结 构 的 基因 转录 产 
Pye), FES SEAR A, miRNA 通过 与 siRNA 类 似 的 反应 机 制 催化 
#8 mRNA 的 剪 切 ， 或 者 抑制 mRNA 的 转录 后 翻译 过 程 。 研 究 发 现 ， 仅 人 类 细胞 
中 就 存在 上 千 种 不 同 的 miRNA“ (www. sanger. ac. uk/software/Rfam/mir- 
na) ， 这 些小 RNA 分 子 在 多 种 多 样 的 细胞 分 子 调控 中 扮演 着 重要 的 角色 ， 包 括 
发 育 时 间 调 控 、 造 血细胞 分 化 、 细 胞 复制 、 细 胞 凋 亡 、 组 织 发 育 、 肿 瘤 发 生 等 ， 
似乎 形成 了 一 个 十 分 复杂 的 调控 RNA 世界 网 络 。 因 此 ，miRNA 及 其 分 子 生物 
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学 功能 的 研究 将 使 人 类 对 生命 过 程 有 更 加 深入 的 了 解 。 
1.3.1 miRNA 的 产生 | 
1.3.1.1 miRNA 的 定义 


由 于 起 源 的 特殊 性 ， 有 必要 对 miRNA 进行 严格 的 定义 。miRNA 是 一 类 长 
度 约 为 19 一 30 nt 的 非 编 码 调控 性 小 RNA， 通 过 与 靶 基 因 mRNA 3' 非 翻译 区 
(3'UTR) 的 互补 序列 相配 对 ， 对 划 基 因 的 表达 起 抑制 作用 。 这 类 RNA 在 进化 
上 保守 ， 在 胚胎 发 生 、 细 胞 分 化 和 增殖 方面 有 重要 的 调控 功能 。 同 时 ， 它 们 还 与 
某 些 人 类 疾病 的 发 生 和 发 展 有 关 。 目 前 预测 人 类 基因 组 中 约 有 1000 个 miRNA, 
它们 可 能 对 30% 的 人 类 基因 转录 物 起 调控 作用 。 由 于 不 同 细 胞 株 系 中 miRNA 表 
达 种 类 的 特异 性 以 及 表达 水 平 的 差异 ，miRNA 表达 谱 的 建立 显得 十 分 重要 。 小 
RNA 克隆 是 有 效 鉴定 miRNA 组 织 或 细胞 表达 特异 性 的 可 靠 方法 。 它 既 能 用 于 
鉴定 新 的 miRNA 或 sRNA， 同 时 也 能 用 于 验证 生物 信息 学 所 预测 的 miRNA 或 
siRNA, 

根据 研究 结果 ，miRNA 是 一 类 长 度 约 为 19~30 nt 的 ssSRNA， 它 是 由 细胞 
内 源 性 的 含有 发 夹 状 结构 的 基因 转录 产物 经 Drosha 和 Dicer 酶 ， 即 Rnase III 剪 
切 加 工 产生 的 5 。 在 实验 室 中 克隆 获得 的 小 片段 RNA 必须 符合 以 下 几 个 标准 
才能 被 确认 为 miRNA: 其 一 ， 它 的 表达 能 够 得 到 实验 证 实 ， 方 法 包括 RT-PCR, 
引物 延伸 分 析 、Rnase 敏感 性 分 析 、 芯 片 杂 交 等 ， 但 最 佳 的 方法 是 Northern 印 
迹 ， 因 为 通过 观察 杂交 条 带 可 以 明显 地 从 大 小 来 识别 成 熟 的 miRNA 〈 大 小 约 为 
22 nt) 和 发 严 状 的 前 体 〈 约 为 70 nt); 其 二 ， 发 夹 状 前 体 不 能 含有 巨大 的 内 部 
环 状 结构 Cloop) 或 隆起 〈bulge) ， 并 且 ，miRNA 序列 必须 位 于 前 体 的 其 中 一 
条 臂 上 ， 在 动物 中 ， 发 夹 状 前 体 通常 大 小 为 60 一 80 nt， 但 在 植物 中 ， 其 大 小 多 
变 ; 其 三 ，miRNA 序列 通常 在 进化 上 保守 ， 而 且 保守 程度 比 发 夹 状 前 体 大 ;其 
四 ， 假 如 Dicer 酶 功能 受到 抑制 ， 发 夹 状 前 体 在 细胞 中 大 量 聚 积 。 

然而 ， 前 三 条 标准 通常 被 用 作 实 际 判断 ， 第 四 条 由 于 受 实 验 限 制 较 少 采用 。 
并 且 ， 这 四 条 标准 中 的 任何 一 条 不 能 单独 作为 断定 miRNA 的 充分 条 件 。 通 常 ， 
第 一 条 标准 BRA) 加 上 第 二 条 标准 〈 涉 及 结构 )， 或 者 第 一 条 标准 加 上 第 
三 条 标准 〈 涉 及 结构 保守 性 ) 可 以 构成 充分 的 条 件 。 如 果 它 的 表达 量 太 少 不 利于 
检测 ， 但 是 它 的 cDNA 能 够 被 克隆 ， 加 上 第 三 条 标准 〈 结 构 存 在 保守 性 ) 可 以 
构成 充分 条 件 。 如 果 它 是 通过 cDNA 克隆 以 外 的 方法 获得 的 话 ， 它 的 前 体 结构 
和 保守 性 必须 能 够 得 到 鉴定 。 如 果 它 的 存在 可 以 被 预测 但 检测 不 到 ， 它 的 保守 性 
前 体 必 须 在 Dicer 酶 缺失 的 情况 下 在 细胞 内 大 量 聚 积 〈 即 同时 符合 第 三 条 和 第 四 
条 标准 ) 。 如 果 一 个 小 RNA 已 经 被 确认 为 miRNA， 那 么 ， 其 他 物种 中 存在 的 小 
RNA 只 要 它 的 前 体 与 已 确认 的 其 他 物种 的 miRNA 前 体 在 系统 发 生 上 保守 《〈 即 
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符合 第 三 条 标准 )， 即 使 没有 实验 验证 就 可 以 认为 该 小 RNA 是 miRNA, 
1.3.1.2 miRNA 基因 的 基因 组 定位 、 转 录 及 miRNA 分 类 
1) miRNA 基因 的 基因 组 定位 


通过 基因 组 分 析 52223 发 现 ， 绝 大 多 数 的 miRNA 基因 位 于 基因 组 的 基因 间 
区 (intergenic region) ， 通 常 距 离 已 知 或 预测 的 基因 超过 1 kb 远 ， 尽 管 还 有 少数 
的 miRNA 基因 位 于 已 知 基 因 的 内 含 子 区 域 〈intronic region) 。 因 此 ， 人 们 推测 
绝 大 多 数 的 miRNA 基因 〈 主 要 指 位 于 基因 间 区 的 那 部 分 ) 都 有 自主 转录 的 功 
能 ， 每 一 个 基因 都 可 能 是 一 个 自主 转录 单位 (autonomous transcription unit), 
另 一 个 有 趣 的 现象 是 ， 大 约 SOMME AN miRNA 与 其 他 miRNA 在 序列 上 非常 
ZEA), HAN, LE miRNA 得 (miRNA cluster) 可 能 是 从 一 个 多 顺 反 
子 转录 单位 〈polycistronic transcription unit) 获得 的 。 深 入 的 研究 表明 ， 
miRNA 基 因 可 以 由 自己 的 启动 子 启动 转录 0D25 5 ， 而 且 ， 那 些 miRNA KEMAZ 
顺 反 子 性 质 的 初级 转录 产物 (prirmiRNA) 剪 切 而 产生 5 〈 图 18) 。 


2) miRNA 基因 主要 由 了 NA RSS II (poll) 启动 转录 


miRNA 基因 主要 由 polII 启动 转录 D25 2 ， 但 不 排除 少量 的 miRNA 由 其 他 
类 型 的 RNA 聚合 酶 转录 的 可 能 。 事 实 上 在 早期 ， 人 们 认为 miRNA 基因 的 转录 
与 RNA 聚合 酶 III (polIIID) 有 关 ， 因 为 ， 绝 大 多 数 的 小 RNA (包括 tRNA) 由 
polIII 转录 产生 。 然 而 ，prirmiRNA 有 时 长 达 几 千 个 碱 基 ， 并 且 经 常 含有 连续 超 
过 四 个 尿 喀 啶 (U4) 的 序列 ， 而 U4 序列 的 存在 会 导致 polIII 转录 的 终止 D7 。 
WAA BRR (polyA) 的 转录 产物 进行 表达 序列 标签 〈expressed sequence 
tag, EST) 分 析 和 基因 结构 分 析 522 一 :2 表明 ， 它 们 中 的 有 些 同 时 含有 miRNA FF 
列 和 与 miRNA 序列 临近 的 mRNA 序列 片段 。 表 达 谱 分 析 显 示 ，miRNA 的 表达 
在 发 育 的 不 同 阶段 或 不 同 组 织 均 处 在 精确 的 调控 中 ， 与 polII 转录 的 基因 调控 类 
似 呈 -225 。 此 外 ， 通 过 人 工 质粒 以 一 个 异 源 polII 转录 产生 的 pri-miRNA 可 以 被 
加 工 形成 功能 完善 成 熟 的 miRNAD25225 。 

有 更 加 直接 的 三 个 证 据 支 持 polll 调控 miRNA 转录 假设 : 其 一 ，prrmiRNA 
BA BS 4 (cap structure) 和 polyA 尾 结 构 (polyA tail)015360 ;其 二 ， 
miRNA 的 转录 受 - 蝇 曹 素 Cocamanitin) 的 抑制 ， 而 已 知 w- 蝇 曹 素 特 异性 抑制 
polII 的 活性 ， 但 不 抑制 poll 和 polIII 的 活性 55 ;其 三 ， 染 色 质 免疫 共 沉 淀 分 析 
#289, polll 与 已 知 的 miRNA (miR-23a/miR-27a/miR-24-2) 互 作 05 。 理 论 上 ， 
由 polII 调控 miRNA 转录 有 多 个 好 处 ， 例 如 ，miRNA 的 转录 可 能 受到 polII 相 
关 调 节 因 子 的 间接 调控 ， 这 样 使 某 些 特 殊 的 miRNA 将 被 调控 在 不 同 的 发 育 阶 
段 、 不 同 的 生理 条 件 ， 或 细胞 类 型 中 差异 表达 ;miRNA 可 以 调控 有 关 和 蛋白 质 的 
表达 ， 特 别 是 当 miRNA 与 mRNA 位 于 同一 条 基因 转录 产物 中 ， 或 由 同一 个 启 
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动 子 启动 转录 的 情况 。 
3) miRNA 分 类 


根据 miRNA 基因 相对 于 已 知 的 转录 单位 〈transcription unit) 之 间 的 位 置 
关系 ， 我 们 可 以 对 pri-miRNA 的 结构 有 更 加 次 入 的 了 解 ， 并 可 能 对 miRNA 作 
出 分 类 。 通 过 全 面 的 基因 组 分 析 和 基因 表达 数据 库 分 析 ，Bradley 及 其 同事 b29) 
发 现 ， 约 70% (232 个 中 的 161 个 ) 的 miRNA 基因 位 于 已 知 的 转录 单位 内 部 
(图 19); 有 117 个 miRNA 基因 位 于 内 含 子 (Cintron) 的 正 向 〈sense orienta- 
tion) ， 在 这 117 个 中 ， 有 90 个 处 在 蛋白 质 编码 区 (protein-coding region) 的 内 
含 子 当 中 ，27 个 处 在 非 编码 RNA (non-coding RNA) 的 内 含 子 当 中 ，30 个 与 
非 编 码 RNA KONE SEBS 〈overlap)，14 个 与 内 含 子 或 者 外 显 子 “〈 与 剪接 方式 
有 关 ) BB. Alt, RH miRNA 基因 的 基因 组 定位 ， 可 以 将 miRNA 分 成 以 下 
几 类 : 第 一 类 ， 非 编码 RNA 的 外 显 子 miRNA (exonic miRNA in non-coding 
RNA) (图 19); 第 二 类 ， 非 编码 RNA 的 内 含 子 miRNA Cintronic miRNA in 
non-coding RNA) (#19); 第 三 类 ， 蛋 白质 编 码 RNA 的 内 含 子 miRNA (in- 
tronic miRNA in protein-coding RNA) (图 19) 。 


A miR-23a~27a~24-2 
poly(A) 
(AAUAAA) 
5'Cap (A)n 
miR-21 | 
5'Cap (A)n 
miR-155 in bic ncRNA 


B miR-15a~16-1 in DLEU2 ncRNA 


C  miR-106b~93~25 in MCM7 pre-mRNA 
5'Cap (A)n 


图 19 五 种 类 型 的 prrmiRNA 44st Ao 


1.3.2 prrmiRNA 的 剪接 


由 于 miRNA 基因 与 已 知 基因 在 位 置 上 的 特殊 关系 ， 产 生 了 一 个 很 自然 的 问 


题 是 pri-miRNA 的 剪接 和 mRNA 的 剪接 (splicing) 之 间 是 否 有 一 些 关 联 。 现 
1 


在 通常 认为 ， 首 先进 行 的 是 mRNA 的 剪接 ， 由 此 产生 的 内 含 子 套 索 〈intron lar- 
iat) 再 进一步 被 加 工 形 成 prirmiRNA， 这 有 些 类 似 于 同样 来 源 于 内 含 子 套 索 结 
构 的 小 核 仁 RNA (small nucleolar RNA，snoRNA) 的 剪接 过 程 。 在 果 蝇 
中 oa ，let 7 转录 产物 必须 事先 经 过 上 游 顺 式 剪接 (trans-splicing ) 过 程 ， 顺 式 
剪接 反应 将 let-7 BAZ (stem-loop) 的 上 游 序 列 替 换 成 剪接 引导 序列 1 
(spliced leader 1，SL1)， 这 个 反应 改变 了 葵 环 周围 的 二 级 结构 〈secondary 
structure), ， 使 pri-miRNA 的 剪接 更 加 有 效 。 然 而 ，let-7 的 pri-miRNA 的 这 种 
剪接 方式 只 是 个 例 ， 因 为 miRNA 序列 通常 远离 剪接 位 点 (splice junction), A 
像 let-7 转录 产物 的 剪接 位 点 离 miRNA 序列 那么 接近 。 

另 一 个 有 趣 的 是 ， 单 个 转录 产物 同时 编码 蛋白 质 和 miRNA, Cai 等 ”5 发 
现 ， 一 个 同时 含有 luciferase 编码 序列 和 miR-21 序列 的 转录 单位 既 可 以 表达 lu- 
ciferase 蛋白 又 可 以 表达 miRNA。 但 是 不 清楚 的 是 ， 该 转录 单位 产生 的 一 条 
RNA 分 子 链 是 否 能 同时 表达 两 种 产物 ， 还 是 必须 在 miRNA 途径 和 mRNA 途径 
之 间作 出 选择 。 


1.3.3 miRNA RR 


目前 的 miRNA 成 熟 模式 是 根据 两 个 简单 的 现象 构建 的 0 : 其 一 ， 由 miRNA 
基因 转录 获得 的 初级 转录 产物 prirmiRNA 首先 被 剪 切 形成 前 体 miRNA (precur- 
sor miRNA，Ppre-miRNA)， 随 后 继续 被 加 工 形成 成 熟 的 miRNA; H—, pri- 
miRNA 到 pre-miRNA 和 pre-miRNA 2!) miRNA 这 前 后 两 个 反应 分 别 在 细胞 核 
和 细胞 质 中 进行 。 因 此 ， 整 个 miRNA 成 熟 过 程 又 涉及 premiRNA 的 核 转运 


(nuclear export) 。 
1.3.3.1 Drosha 蛋白 介 导 的 核 内 剪 切 


miRNA 基因 的 初级 转录 产物 pri-miRNA 通常 长 达 几 千 个 碱 基 ， 包 含 一 个 或 
BRIA Chairpin structure) (图 19) 。 发 夹 结构 经 核 内 Rnase III 酶 Drosha 
前 切 释 放出 大 小 约 60 一 80 nt  premiRNA) (图 20) primiRNA PRICK 
结构 的 旁 测 序列 〈flanking fragment) 一 般 认为 在 核 内 被 降解 ， 但 是 有 些 例外 ， 
比如 miR-23a/miR-27a/miR-24-2 的 旁 测序 列 在 EST 研究 中 多 次 被 克隆 ， 而 且 现 
在 被 认为 是 一 个 mRNA"), Auk, pri-miRNA 发 夹 结构 的 旁 测序 列 的 基因 功能 
尚 有 竺 于 进一步 研究 。 

Drosha 蛋白 大 小 约 160 kDa， 在 动物 细胞 中 普遍 保守 [2 。 它 包含 两 个 
一 前 一 后 的 Rnase III 结构 域 和 一 个 dsRNA 结合 结构 域 (dsRNA-binding do- 
main, dsRBD) 〈 图 21) ， 与 催化 活性 高 度 相 关 -…" 。Drosha 肽 链 上 邻近 RIIID 的 
中 间 部 分 也 与 其 活性 有 关 5? 。 在 果 蝇 5 和 人 类 细胞 5 中 ，Drosha 分 别 以 
大 小 约 500 kDa 和 650 kDa 的 蛋白 复合 体 (microprocessor complex) 形式 存在 。 
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初级 miRNA cap 


前 体 miRNA 
(60~100 nt stem-loop 
with~2 nt 3' overhang) 


图 20 Drosha 蛋白 介 导 的 pri-miRNA RAB yO 


在 人 类 细胞 的 Drosha 复合 体 中 ，Drosha 与 DGCR8 蛋白 (DiGeorge syndrome 
critical region gene 8 protein，DGCR8) 互 作 ， 其 中 ，DGCR8 蛋白 在 果 蝇 和 秀丽 
新 小 杆 线 虫 中 被 称 为 Pashall3o~13] 。DGCR8 或 Pasha 具有 两 个 dsRBD 和 一 个 预 
测 的 WW 结构 域 (WW domain) (图 21) 。WW 结构 域 能 够 与 富 含 睛 氨 酸 (pro- 
line-rich) 的 蛋白 质 序 列 互 作 ， 很 巧 的 是 ，Drosha SAGA BARK, {8 
是 Drosha 与 DGCR8 之 间 是 否 真 正 通过 它们 之 间 相 互 作 用 有 待 鉴定 。 目 前 ， 尽 
管 生 化 机 制 还 不 清楚 ， 但 是 ，Drosha 与 Pasha 可 能 协助 Drosha 对 pri-miRNA 的 
识别 钙 "=333] 

尽管 动物 细胞 中 存在 数 以 百 计 的 prrmiRNA， 但 是 ， 它 们 在 序列 上 似乎 并 
没 共 同 的 特征 ， 因 此 ， 一 个 很 有 趣 的 问题 是 ，Drosha 是 如 何 对 pri-miRNA 进行 
识别 的 呢 ? 通过 氨基 酸 突 变 分 析 表 明 ， 识 别 过 程 主要 与 primiRNA 的 三 级 结构 
(tertiary structure) 有 关 027'1343135] ， 前 切 位 点 附近 的 双 链 结构 527 729 和 末端 的 葵 
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环 结构 〈 通 常 超 过 10 nD 也 是 非常 重要 的 。 有 趣 的 是 ，Drosha 复合 体 似 乎 
能 够 精确 测量 双 链 结构 的 长 度 ， 因 为 ， 剪 切 位 点 大 约 距 离 末 端 蔡 环 结构 约 两 个 螺 
We Chelical turn) ( 约 为 22 bp)! (图 22) 。 


A RNaseIII 家 族 蛋 白 


P-rich RS-rich RMDaRMDbdsRBD 
Zr + —_____l0 1374 aa 


DEAD 解 旋 酶 DUF283 PAZ RIIDa RDb dsRBD 
人 类 Dicer 酶 


B dsRNA 结 合 蛋白 


人 类 DGCR8 一 一 全 -一 一 一 一 773 aa 
黑 腹 果 蝇 -©-o— ae ids 


C 核 运输 受 体 
NTR 
下 oe 
21 Drosha 及 其 相关 蛋白 结构 比较 5 
人 B 


RIDa 
dsRNA stem 
(~22 nt) 
PAZ domain? = 3' overhang 


图 22 A. Drosha 对 pri-miRNA 的 前 切 机 制 ，B. Dicer 酶 对 premiRNA AY BTL HO 
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Drosha 可 能 还 介 导 了 其 他 类 型 的 RNA 的 剪 切 ， 因 为 有 实验 表明 ，Drosha 
直接 或 间接 参与 了 rRNA 的 剪接 过 程 …” 。 


1.3.3.2 核 输出 蛋白 -$ 介 导 的 对 premiRNA 的 核 输出 


prirmiRNA 经 过 Drosha 的 剪 切 之 后 ， 产 物 premiRNA 被 输出 到 细胞 质 ， 在 
那里 ， 另 一 个 Rnase III 酶 Dicer 将 会 对 它 进一步 加 工 ， 最 终 形成 成 熟 的 miR- 
NA。 实 验证 明 5? .237 ， 核 输出 过 程 对 miRNA 的 成 熟 至 关 重 要 。 在 这 一 过 程 中 ， 
pre-miRNA 必须 通过 核 膜 内 由 核 小 孔 复合 体 〈nuclear pore complex) 形成 的 蛋 
白质 通道 9 。 

研究 发 现 ， 其 中 一 个 核 输出 蛋白 -5 协助 了 premiRNA 的 核 输出 过 程 92? 9 
(图 20) 。 当 核 输出 蛋白 -5 减少 时 ， 细 胞 质 中 的 premiRNA 和 成 熟 的 miRNA 含 
量 也 相应 减少 ”222 。 但 值得 注意 的 是 ， 细 胞 核 中 的 premiRNA 并 没有 大 量 聚 
集 现 象 ， 这 暗示 ，Ppre-miRNA 可 能 相当 不 稳定 ， 而 一 且 与 核 输出 蛋白 -5 结合 了 
之 后 可 能 变 得 更 加 稳定 4 。 最 初 认 为 ， 核 输出 蛋白 -5 是 一 个 与 tRNA 核 输出 有 
关 的 次 要 因子 ， 因 为 它 能 够 在 负责 tRNA 核 输出 的 主要 因子 核 输出 蛋白 -t 超 负荷 
的 情况 下 起 替代 作用 ”2 。 现 在 发 现 ， 核 输出 蛋白 -5 与 premiRNA 间 的 亲 和 
力 远 远 高 于 tRNA， 并且， 一 个 细胞 内 富 含 约 50 000 个 miRNA™!, Ask, 
pre-miRNA 可 能 是 核 输出 蛋白 -5 的 主要 服务 对 象 。 

pre-miRNA 有 没有 特殊 的 结构 要 求 影响 核 输出 蛋白 -5 对 它 的 转运 呢 ? 研究 
发 现 ， 核 输出 蛋白 -5 能 够 转运 腺 病毒 的 一 个 大 小 约 160 nt 的 非 编码 RNA (non- 
coding RNA, ncRNA) VAI], Xf VAI 的 顺 式 作 用 元 件 〈czis-acting element) 
研究 表明 存在 一 个 被 称 为 “minihelix motif” 的 结构 基 序 (structural motif), & 
由 一 个 大 于 14 bp 的 双 链 和 一 个 3 一 8 nt 的 3 末端 突出 组 成 。 在 premiRNA 的 葵 
环 结构 中 也 发 现 了 类 似 的 结构 基 序 ， 很 典型 的 它 包 含 一 个 大 小 约 22 bp HAMA 
一 个 2 nt 的 3 末端 突出 。 通 过 碱 基 突 变 分 析 方 法 ，Cullen 等 5 生 证 实 ， 一 个 大 于 
16 bp 的 荃 双 链 结构 和 一 个 短 的 3 末端 突出 是 pre-miRNA 核 输出 的 结构 要 求 。 


1.3.3.3 Dicer 酶 介 导 的 细胞 质 内 剪 切 


由 于 Dicer 酶 可 以 加 工 dsRNA 形成 siRNA, ii pre-miRNA 在 结构 上 类 似 
于 dsRNA, siRNA 在 长 度 上 亦 类 似 于 miRNA, Fl. BESS A BA HEM Dicer 酶 可 
能 也 介 导 了 miRNA 的 加 工 成 熟 过 程 。 此 推测 是 正确 的 ， 因 为 后 来 的 研究 中 2 
WEAR. Dicer 酶 可 以 将 体外 合成 的 大 小 约 70 nt 的 let-7 葵 环 结构 RNA 剪 切 形成 
大 小 约 22 nt 的 miRNA。 而 且 ， 当 人 类 细胞 或 秀丽 新 小 杆 线虫 Dicer MEEPS BK fax 
除 后 ， 导 致 70 nt 的 premiRNA 大 量 聚 集 以 及 20 nt 的 miRNA 无 法 产生 。 

由 于 在 某 些 生物 细胞 中 表达 多 种 的 Dicer BREA, Ak, SBA siRNA 
产生 过 程 类 似 ， 但 是 参与 miRNA 成 熟 的 Dicer 酶 在 不 同 的 生物 细胞 中 可 能 与 参 
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5 siRNA 成 熟 的 Dicer 酶 有 差异 〈 图 17) 。 例 如 5 ， 在 果 蝇 细胞 中 ，Dicer-1l 是 
premiRNA 剪 切 所 需要 的 ， 而 Dicer-2 参与 了 siRNA 的 成 熟 过 程 。miRNA 基因 
转录 成 为 长 的 初级 转录 产物 (prirmiRNA)， 并 通过 两 种 不 同 的 核糖 核酸 酶 III 
(RNae III), Drosha 和 Dicer 酶 加 工 成 大 约 为 22 个 nt 的 成 熟 miRNA, Xf 
miRNA 发 生 过 程 进行 遗传 和 生化 分 析 的 各 种 实验 方法 已 经 发 展 和 完善 起 来 。 


1.3.4 miRNA 诱 发 基因 沉默 反应 


成 熟 miRNA 诱发 基因 沉默 的 反应 过 程 与 siRNA 基本 类 似 ， 甚 至 两 者 可 以 
共同 使 用 一 套 蛋白 复合 体 0 乓 。 在 siRNA 诱发 的 RNAi, siRNA 被 蛋白 复合 
体 RISC 装载 ， 形 成 的 核酸 蛋白 复合 体 称 为 siRISC。 类 似 地 ， 成 熟 的 miRNA 也 
与 一 个 蛋白 复合 体 装 配 ， 该 复合 体 称 为 含有 miRNA 的 核酸 蛋白 复合 体 (miRNA- 
containing ribonucleoprotein complex，miRNP)， 又 称 作 miRISC (图 18)。 此 
bh, 45 siRNA 有 所 不 同 的 是 ，miRNA 548 mRNA 的 序列 同 源 性 将 影响 miRNA 
对 靶 mRNA 的 沉默 方式 ， 通 常 miRNA 以 “mRNA 剪 切 ” 或 “mRNA 翻译 抑 
制 ” 两 种 主要 方式 调控 目的 基因 的 表达 ， 而 事实 上 ，miRNA 以 对 mRNA 在 翻 
译 水 平 的 抑制 可 能 占 优 。miRNA 基因 编码 小 的 非 编码 RNA， 参 与 基因 表达 调 
fe. miRNA 基因 的 改变 可 能 在 多 种 甚至 所 有 人 类 癌症 发 生 和 发 展 的 病理 生理 学 
中 都 扮演 着 重要 的 角色 。 癌 细胞 中 miRNA 组 〈 一 个 基因 组 中 所 有 的 miRNA) 
改变 的 主要 机 制 似 乎 是 导致 miRNA 基因 的 异常 表达 ， 表 现 为 成 熟 和 (或 ) 前 体 
miRNA 的 表达 水 平 异 于 正常 组 织 。 有 报道 表明 多 种 癌症 中 存在 miRNA 基因 的 
丢失 或 扩 增 ，miRNA 基因 表达 模式 的 改变 可 能 影响 细胞 周期 和 细胞 生存 的 程 
Fr. miRNA 基因 在 恶性 细胞 和 正常 细胞 中 的 表达 存在 巨大 差异 ， 原 因 可 能 是 
miRNA 基因 在 基因 组 中 处 于 癌 相 关 基 因 区 ， 表 观 遗 传 学 机 制 的 改变 以 及 参与 其 
加 工 过 程 的 成 员 的 改变 ， 都 会 导致 miRNA 基因 的 表达 发 生 改 变 。 生 殖 细胞 和 体 
细胞 miRNA 基因 的 突变 或 靶 mRNA 的 多 态 性 也 可 能 是 癌 的 易 感 性 和 发 展 的 原 
Al. miRNA 表达 谱 已 用 于 揭示 人 类 癌症 发 病 机 制 中 miRNA 的 潜在 作用 ， 并 且 
使 我 们 能 够 鉴定 与 人 类 肿瘤 的 诊断 、 分 期 、 发 展 、 预 后 和 治疗 效果 相关 的 标 
记 物 。 


1.4 RNAi 介 导 的 细胞 发 育 调控 


迄今 为 止 的 研究 已 经 很 清楚 地 表明 ，RNAIi 分 子 机 制 在 真 核 细 胞 的 发 育 调控 

中 起 至 关 重 要 的 作用 ， 例 如 ， 基 因 的 表达 调控 、 抑 制 转 座 子 或 病毒 的 繁殖 、 染 色 

质 的 结构 修饰 等 。 尽 管 RNAi 参与 不 同 的 调控 过 程 ，RNAi 的 分 子 机 制 十 分 地 保 

守 。 但 是 ， 为 了 适应 特殊 的 需要 ，RNAi 相关 和 蛋白， 例如 Ago 会 发 生 适 应 性 的 改 

变 ， 特 别 是 在 植物 中 5 ， 这 种 现象 更 加 明显 。 通 常 ， 植 物 基 因 组 编码 了 多 种 
RdRP 和 Dicer 样 蛋 白 〈Dicer-like protein) ， 它 们 分 别 与 不 同 的 调控 过 程 相 关 。 
oe 


1.4.1 miRNA 介 导 的 基因 表达 调控 


最 初 ，miRNA 被 发 现在 果 蝇 中 调控 了 一 套 特殊 的 发 育 基因 的 适时 表达 "5 。 
过 去 几 年 ， 在 不 同 的 真 核 生物 细胞 中 发 现 了 大 量 的 miRNA 基因 ， 而 且 随 着 研究 
WITRA, miRNA 还 将 被 继续 发 现 。 现 在 已 经 十 分 肯定 的 一 点 就 是 ， 这 些 miR- 
NA 基因 调控 了 大 量 重要 基因 在 细胞 发 育 过 程 中 的 适时 表达 -5 5 如何 精 确 和 
全 面 地 克隆 鉴定 那些 被 调控 的 基因 是 目前 miRNA 功能 研究 的 一 个 巨大 挑战 。 有 
趣 的 是 ， 尽 管 RNAi 机 制 也 存在 于 单 细 胞 真 核 生 物 中 ， 但 是 ， 至 今 在 单 细胞 真 核 
生物 中 尚未 见 到 miRNA 的 报道 ， 这 暗示 ，miRNA 及 其 相关 的 RNAi 机 制 的 出 
现 和 演化 可 能 与 多 细胞 生物 的 发 育 调控 紧密 关联 。 


1.4.2 RNAi 抑制 转 座 子 和 病毒 的 复制 


多 种 真 核 生 物 细胞 研究 发 现 ，RNAi 的 核心 蛋白 成 分 与 转 座 子 的 抑制 有 关 ， 
这 些 生 物 包 括 秀丽 新 小 杆 线虫 中 5 、 衣 滴 虫 5 、 果 蝇 呈 9 ， 以 及 哺乳 动物 055 。 
由 于 转 座 子 能 够 与 基因 组 共同 复制 ， 并 且 能 够 在 染色 体内 或 染色 体 间 跳 取 ， 因 
此 ， 它 们 被 认为 是 造成 基因 组 不 稳定 的 重要 原因 之 一 。 频 繁 的 转 座 事件 容易 引发 
在 转 座 插入 位 点 或 转 座 切 除 位 点 上 的 突变 ， 而 且 ， 由 于 许多 转 座 子 之 间 具 有 序列 
同 源 性 ， 极 易 引 发 转 座 子 间 的 同 源 重组 ， 最 终 导致 染色 体重 排 。 尽 管 转 座 子 被 认 
为 是 基因 组 进化 的 动力 之 一 ， 但 是 ， 无 法 控制 的 转 座 事 件 对 细胞 的 生长 也 是 相当 
ASH. Alt, RNAi 极 可 能 是 真 核 细 胞 控制 有 害 转 座 事件 发 生 的 机 制 之 一 。 

在 20 世纪 90 年 代 初 就 已 经 发 现 ”55 ， 共 抑制 或 PTGS 在 植物 抗 病毒 感染 中 
起 至 关 重 要 的 作用 。 在 病毒 感染 植物 自然 诱发 的 PTGS 中 ， 病 毒 本 身 既 是 RNAi 
的 诱导 者 ， 又 是 RNAi 的 攻击 对 象 57] 。 一 个 能 体现 RNAI 在 宿主 抵抗 病毒 感染 
中 的 重要 性 的 证 据 是 ， 病 毒 普 遍 编 码 了 RNAi 的 抑制 蛋白 〈suppressor) ， 用 于 
抵抗 RNAi 的 攻击 。Roth 等 55 在 他 们 的 综述 性 文章 中 归纳 了 已 经 发 现 的 多 达 十 
几 种 植物 病毒 RNAi 抑制 蛋白 。 而 且 ， 昆 虫 和 兰 椎 动物 病毒 也 同样 编码 了 RNAI 
抑制 蛋白 bs 。 现 在 没有 人 怀疑 ， 当 植物 和 昆虫 感染 病毒 时 能 够 自然 诱发 
RNAi， 然 而 ， 尚 缺少 直接 的 证 据 能 够 证 明 哺 乳 动物 也 有 这 种 潜力 。 关 于 这 一 问 
题 ，Li 等 2551 持 有 乐观 的 态度 ， 他 们 认为 有 三 个 间接 的 证 据 足 以 暗示 这 种 可 能 : 
其 一 ，RNAi 分 子 机 制 保守 地 存在 于 哺乳 动物 中 ， 并 且 ， 人 工 导 入 siRNA 能够 
有 效 地 诱导 RNAI 对 病毒 产生 抑制 作用 ;其 二 ， 哺 乳 动物 病毒 和 植物 昆虫 病毒 同 
样 也 编码 RNAi 抑制 蛋白 “〈 如 流感 病毒 的 ESL. iM NS1 等 ); 其 三 ， 这 
些 哺 乳 动物 病毒 编码 的 RNAi 抑制 蛋白 也 是 哺乳 动物 干扰 素 (interferon, IFN) 
免疫 系统 的 有 效 抑制 剂 ， 而 已 经 知道 IFN 反应 是 哺乳 动物 病毒 感染 时 能 够 自然 诱 
发 的 抵抗 病毒 感染 的 第 一 道 防 线 。 最 近 在 人 类 细胞 中 的 研究 5 发 现 了 一 个 更 加 直 
接 的 证 据 ， 一 个 内 源 性 的 miRNA (miR-32) 能 够 在 体外 培养 的 人 类 细胞 中 抑制 反 
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转录 病毒 ， 即 灵 长 类 泡沫 病毒 〈primate foamy virus-1, PFV-1) 的 表达 。 不 出 意料 
的 是 ，PFV-1 也 编码 了 一 个 RNAi 抑制 蛋白 Tas. 8 RNAi 在 哺乳 动物 病毒 感染 
过 程 中 发 挥 多 大 的 作用 仍然 有 待 进一步 研究 ， 但 是 ， 除 了 传统 的 蛋 白 质 免 疫 系 统 
外 ， 哺 乳 动物 同样 在 核酸 水 平 上 采取 了 某 些 防御 策略 抵抗 病毒 感染 已 成 为 


Fh 760. 163] : 
1.4.3 RNAi 介 和 导 的 核 内 染色 体 结 构 塑 造 


研究 发 现 ，siRNA BK miRNA 除了 能 够 与 同 源 mRNA 识别 诱导 转录 后 基因 
沉默 外 ， 还 能 够 与 DNA 碱 基 互 补 配对 。 因 此 ， 在 RNA 沉默 领域 又 一 令 人 兴奋 
HABE, RNAi 在 细胞 核 内 以 多 种 途径 调节 染色 体 基因 组 的 结构 与 功能 。 下 面 
Bt RNAi 的 细胞 核 内 功能 作 简单 的 论述 。 


1.4.3.1 RNA 介 导 的 DNA 甲 基 化 


早期 在 类 病毒 感染 的 烟草 中 发 现 09 ，RNA 介 导 的 DNA 甲 基 化 〈RNA-di- 
rected DNA methylation, RdDM) 过 程 需要 dsRNA， 并 且 这 些 dsRNA 在 Rd- 
DM 过 程 中 被 剪 切 成 21 一 24 nt 的 小 RNA， 正 是 这 种 现象 使 人 联系 到 了 RdDM 
可 能 与 RNAi 存在 联系 。 研 究 表明 ， 在 植物 细胞 中 ，dsRNA 能 够 诱导 同 源 的 启 
动 子 区 域 甲 基 化 ， 从 而 导致 转录 水 平 的 基因 沉默 pn*%4 1 。 通 常 的 DNA 甲 基 化 发 
生 在 具有 对 称 结构 的 GC 二 核 苷 酸 中 ， 而 且 可 以 发 生 在 任何 的 胞 喀 啶 核 苷 酸 中 。 
但 是 ，RdDM 诱导 的 甲 基 化 只 发 生 在 与 dsRNA 具有 序列 匹配 性 的 DNA 区 域 
585199) ， 不 会 对 临近 的 序列 造成 影响 〈 图 23) 。 


a eo a um) 


、 一 
( | 5 R)) 


维持 (不 依赖 RNA) 


图 23 RNA 介 导 的 DNA 甲 基 化 过 程 G79] 


1.4.3.2 RNAi 与 异 染 色 质 形成 


长 久 以 来 ， 我 们 都 知道 异 染 色 质 是 细胞 学 上 可 视 的 、 遗 传 学 上 失 活 的 细胞 核 
成 分 之 一 ， 但 对 异 染 色 质 的 形成 机 制 并 不 清楚 ， 直 到 最 近 人 们 发 现 RNAi FERRY 
色 质 形成 过 程 中 扮演 重要 角色 ， 使 异 染 色 质 形成 机 制 研 究 成 为 新 的 焦点 。 

在 裂 殖 酵 母 、 果 蝇 和 哺乳 动物 细胞 中 ， 异 染色 质 的 研究 比较 全 面 次 人 。 异 染 
色 质 的 一 个 重要 特征 是 组 蛋白 H3 上 的 第 9 个 赖 氨 酸 〈H3K9) 被 甲 基 化 。 在 
DNA 水 平 ， 异 染色 质 是 由 转 座 子 派生 序列 ， 或 由 一 个 简单 的 序列 单位 串联 重复 
组 成 ， 或 者 以 上 两 者 同时 构成 一 个 异 染色 质 57 。 这 些 类 转 座 子 序列 环绕 在 染色 
体 的 中 心 着 丝 粒 区 〈central-core centromeric region)?! 。 中 心 着 丝 粒 区 起 锚 定 整 
个 着 丝 粒 的 作用 ， 反 过 来 ， 周 围 的 异 染 色 体 区 域 促 进 姐妹 染色 单 体 的 结合 ”2 。 
有 趣 的 是 ， 与 正常 细胞 相 比 ， 在 RNAI 相关 蛋白 缺陷 的 细胞 内 着 丝 粒 周边 类 转 座 
子 重复 序列 获得 了 高 水 平 表 达 52] ， 这 一 现象 暗示 了 RNAI 在 异 染 色 质 形成 过 程 
中 可 能 起 到 了 重要 作用 。 目 前 的 研究 结果 表明 ， 着 丝 粒 周 围 的 类 转 座 子 重复 序列 
可 能 产生 dsRNA， 而 RdRP 可 能 与 这 些 dsRNA WH RKO, BERT 
认为 ， 这 些 dsRNA 将 被 Dicer 酶 剪 切 形成 siRNA, HEME siRNA 引导 组 蛋白 甲 
基 转 移 酶 (histone methyltransferase) 催化 H3K9 的 甲 基 化 。 而 且 甲 基 化 的 H3 
可 以 与 异 染 色 体 蛋白 1 (heterochromatin protein 1, HP1) 或 Swi6 〈 裂 殖 酵 母 
HP1 蛋白 同 源 物 ) 关联 使 异 染 色 体 的 基因 沉默 状态 得 以 维持 CAR 2400, 


1.4.3.3 DNA FIR 


染色 体 基 因 组 在 剔除 元 余 DNA 片段 过 程 中 有 RNAi 的 介入 这 一 现象 在 纤毛 
原生 动物 (ciliated protozoan) ， 即 纤毛 虫 中 较 容 易 观察 到 。 单 细胞 的 纤毛 虫 有 两 
个 不 同 功能 的 细胞 核 ， 一 个 是 二 倍 体 的 小 核 “micronuleus) ， 使 细胞 具有 性 别 特 
征 ; 另 一 个 是 多 倍 体 的 巨 核 (macronucleus)， 是 体 细 胞 核 。 在 纤毛 虫 细胞 的 接 
合生 殖 过 程 中 ， 小 核 先 经 过 减 数 分 裂 和 有 丝 分 裂 使 每 个 细胞 产生 四 个 新 的 小 核 ， 
接着 ， 由 其 中 两 个 小 核 融合 形成 一 个 新 的 巨 核 ， 而 原先 旧 的 巨 核 将 被 降解 。 新 巨 
核 在 发 育成 熟 过程 中 伴随 着 大 量 宛 余 的 来 自 于 小 核 的 具有 性 别 指 征 的 DNA 片段 
的 剔除 ， 这 些 DNA 序列 称 为 内 部 淘汰 序列 〈internal eliminated sequence, IES) 
(图 25) 。 尽 管 这 个 不 同 寻 常 的 过 程 似乎 无 显著 的 生物 学 意义 ， 但 是 ， 科 学 家 推 
测 这 个 过 程 可 能 有 利于 剔除 那些 在 小 核 时 期 侵入 基因 组 的 危险 的 DNA 序列 ， 例 
如 转 座 子 673] 。 在 四 膜 虫 (Tetrahymena thermophila) 中 ， 大 约 15%% 的 宛 余 基 
因 组 覆盖 了 约 6000 个 以 这 种 方式 剔除 的 TES). Ze Rt HR (Paramecium tetra- 
urelia) 中 ， 被 剔除 的 IES 数量 约 60 000 44 。 
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人 一 -一 


NS 


H3K9 的 甲 基 化 :沉默 


图 24 RNAi 介 导 蜡染 色 质 形成 5 


1.4.3.4 MADRS RNAi 


在 某 些 物种 中 ， 减 数 分 裂 期 间 经 常 发 生 不 配对 的 基因 组 区 段 的 基因 沉 
BRO?) | SHREK ER «(Neurospora crassa) 进行 遗传 学 分 析 后 发 现 ， 这 个 过 
程 需 要 RdRP 和 Ago FRA. TERK AN AOA. BIA DNA 序列 
之 间 出 现 的 不 配对 区 域 可 能 被 转录 形成 ssSRNA，ssRNA 可 以 在 RdRP 成 员 sadl 
的 作用 下 合成 dsRNA， 尽 管 还 未 得 到 证 实 ， 但 是 ， 科 学 家 们 普遍 认为 在 接 下 来 
的 过 程 中 dsRNA 很 可 能 诱发 了 RNAi， 导 致 同 源 基 因 的 沉默 CA 26). 

RNAi 分 子 机 制 的 发 现 ， 拓 展 了 真 核 细 胞 发 育 调控 的 研究 领域 。 相 信 随 着 研 
究 的 深入 ， 将 会 在 越 来 越 多 的 基因 表达 调控 过 程 中 发 现 RNAI 的 身影 。 一 些 特别 
乐观 的 科学 家 们 认为 ，RNAi 相关 研究 将 对 染色 体 结构 修饰 与 功能 调控 的 分 子 机 
制作 出 更 进一步 的 痢 释 。 


Sk 
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B 小 核 


C ERK 
scnRNA 的 输出 


宛 余 scnRNA 
的 迁移 


D 发 育 巨 核 E 新 巨 核 


剔除 互补 异 染色 质 区 域 


图 25 纤毛 虫 接合 生殖 过 程 中 新 巨 核 元 余 DNA 序列 的 剔除 号 9 


一 一 一 一 二- 


同 源 RNA 降 解 


图 26 ” 减 数 分 裂 过 程 非 配对 DNA 的 基因 沉默 Co 


1.5 RNAi 与 病毒 防御 


RNAi 分 子 机 制 在 哺乳 动物 细胞 的 保守 性 ， 使 其 成 为 病毒 学 家 们 最 寄予 厚望 
的 全 新 的 抗 病毒 感染 防御 策略 ， 其 主要 原因 是 ，RNAi 效应 具有 快速 和 高 度 特异 
性 的 特征 ， 有 望 弥 补 传统 的 抗 病毒 疫苗 或 药物 的 缺陷 。 在 植物 和 昆虫 细胞 中 已 经 
证 明 ，RNAi 是 主要 的 抗 病毒 免疫 机 制 ， 当 病毒 感染 细胞 时 ， 由 病毒 复制 过 程 中 
产生 dsRNA 可 以 诱发 RNAi， 并 且 反 过 来 十 分 有 效 地 抑制 病毒 的 复制 。 哺 乳 动 
物 在 进化 过 程 中 进化 出 了 一 套 十 分 完善 高 级 的 蛋白 质 水 平 免疫 系统 〈protein- 
based immune system), & RNAi 分 子 机 制 存 在 ， 但 是 它 作 为 一 种 核酸 水 平 免 
疫 系 统 〈nucleic acid-based immune system) 的 抗 病毒 功能 似乎 变 得 十 分 脆 
弱 s3] ， 至 今 为 止 几 乎 没有 发 现在 病毒 感染 哺乳 动物 细胞 过 程 中 诱发 有 效 的 抗 病 
毒 RNAi 反 应。 因此 ， 我 们 希望 能 够 利用 人 工 方法 在 哺乳 动物 细胞 中 建立 有 效 的 
抗 病毒 感染 RNAi 防御 策略 。 氨 今 为 止 ， 对 多 种 哺乳 动物 病毒 的 研究 结果 令 人 振 
奋 ， 但 是 也 存在 一 系列 有 竺 解决 的 问题 。 下 面 我 们 针对 较 受 关注 的 几 种 哺乳 动物 
重要 病毒 性 传染 病 的 RNAi 策略 研究 作 一 简要 探讨 。 


1.5.1 RNAi 策 略 在 几 种 重要 病毒 性 传染 病 研 究 中 的 应 用 
1.5.1.1 人 类 艾滋 病 病 毒 (human immunodeficiency virus, HIV) 


艾滋 病 又 称 获 得 性 免疫 缺陷 综合 征 〈acquired immunodeficiency syndrome, 
AIDS) ， 由 人 免疫 缺陷 病毒 Chuman immunodeficiency virus, HIV) 引起 的 慢 
性 传染 病 。 本 病 主 要 经 性 接触 、 血 液 及 母 婴 传播 。HIV 主要 侵犯 、 破 坏 辅助 性 
工 淋 巴 细胞 ， 导 致 机 体 细 胞 免疫 功能 严重 缺陷 ， 最 终 并 发 各 种 严重 机 会 性 感染 
(opportunistic infection) 和 肿瘤 。 本 病 传 播 迅 速 、 发 病 缓慢 、 病 死 率 极 高 。 

HIV 为 单 链 RNA 病毒 ， 属 于 反 转 录 病 毒 (Retroviruse) 科 ， 灵 长 类 慢 病 毒 
(Lentivirus) WA}. HIV 为 球形 20 面 立 体 结构 ， 直 径 约 90 一 140 nm， 系 双 层 结 
构 ， 表 面 有 72 个 锯齿 样 突 起 。 包 膜 由 宿主 细胞 膜 与 HIV 的 糖 蛋 白 〈glycopro- 
tein, gp) 120 和 gp41 共同 组 成 ， 内 含 多 种 和 宿主 要 蛋白， 尤其 MHC IREAR 
路 膜 蛋白 (transmembrane protein) gp41。 包 膜 与 核心 之 间 的 基质 主要 由 了 P17 蛋 
白 组 成 。 核 心 蛋白 P24、 基 质 蛋 白 P6 及 P9 等 所 包 衷 的 核心 内 含有 与 核心 蛋白 
P7 结合 的 双 股 正 链 RNA、 反 转录 酶 (RT)、RNA 酶 H 及 整合 酶 (INT)， 及 
RT 形 成 的 互补 DNA、P1 和 蛋白、P2 蛋白 和 病毒 蛋白 RR (virion protein R, 
VPR)。HIV 4+ [ 4! CHIV-1) 和 开 型 CHIV-I)7。 世 界 各 地 AIDS 多 由 
HIV- 工 所 致 。HIV-I 在 西非 呈 地 方 性 流行 。 

研究 人 员 最 早 在 抗 HIV 研究 中 采用 了 RNAi 技术 。HIV 基因 组 为 单 链 反 义 
RNA, KEEA9 kb， 主 要 编码 三 类 基因 "57"9 : 其 一 ， 调 控 基 因 rev Ailtat; 其 
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二 ， 结 构 蛋 白 基 因 gag. pol Mlenv; 其 三 ， 附 属 基 因 nef. vif. vpr Al vpu. 
到 目前 为 止 ， 几 乎 所 有 的 这 些 基因 包括 整个 病毒 基因 组 本 身 都 成 为 siRNA 的 作 
FARO”. Ze siRNA 作用 靶 点 的 选择 上 有 创新 的 是 ， 人 类 细胞 上 的 
HIV 易 感 基因 ， 如 细胞 受 体 也 成 为 siRNA 有 效 的 干扰 技 点 。 研 究 结果 发 现 ， 不 
管 是 在 其 他 细胞 模型 还 是 在 HIV 易 感 细胞 中 ， 转 染 靶 向 HIV 相关 基因 的 siRNA 
均 能 有 效 的 降低 病毒 基因 的 表达 水 平 。 


1.5.1.2 乙 型 肝炎 病毒 (hepatitis B virus, HBV) 


HBV 的 急性 或 慢性 感染 是 导致 人 类 重型 肝炎 、 肝 硬化 或 肝 细胞 癌 产 生 的 主 
要 原因 。 在 肝 细 胞 瘤 细 胞 系 模 型 中 ， 靶 向 HBV 表面 抗原 (HBV surface anti- 
gen, HBsAg) 的 siRNA 能够 显著 抑制 HBV 转录 产物 的 水 平 5s 。 在 小 鼠 动物 
模型 中 ， 同 时 注射 HBsAg siRNA 和 编码 HBV 全 基因 组 的 质粒 ， 能 够 降低 血清 
中 HBV elt SA = eC), A. RNAi 的 治疗 能 够 实质 性 的 减少 小 鼠 
HBV 感染 细胞 的 数量 ， 同 时 不 会 造成 肝脏 组 织 的 炎症 反应 50 。Uprichard 
等 "5 新 近 的 研究 表明 ， 用 腺 病毒 携带 表达 的 shRNA 能 够 使 小 鼠 体 内 事先 已 经 
感染 的 万 BV 基 因 表 达 降 低 到 接近 检测 不 出 的 水 平 ， 而 且 RNAi 效果 持续 超过 26 
天 ， 这 暗示 RNAi 可 能 作为 治疗 慢性 乙肝 患者 或 HBV 携带 者 的 一 种 有 效 手 段 。 
我 们 课题 组 ”2 于 2003 年 在 国际 上 首次 设计 并 构建 了 两 个 半 向 HBV S 基因 
的 siRNA 表达 质粒 ， 以 及 随机 设计 的 用 于 对 照 的 非 同 源 SIRNA 表达 质粒 。 首 先 
在 HepG2. 2. 15 细胞 中 评估 了 该 siRNA 表达 质粒 对 HBV FEA BIA AY lB 
接着 在 HepG2. 2. 15 细胞 中 进一步 检测 了 它们 的 抗 病毒 活性 。 结 果 发 现 ，siRNA 
表达 质粒 在 转 染 HepG2. 2.15 细胞 48h AY, HBV 基因 mRNA 表达 量 下 降 
64%~88%, AA bia HBV 标志 性 蛋白 HBsAg 和 HBeAg 的 表达 水 平分 别 降 
低 了 60%% 一 82% 和 56%% 一 78%。 我 们 还 发 现 SI 十 S2 联合 转 染 细胞 中 可 以 显著 提 
高 抑制 HBV 的 复制 与 表达 的 效率 ， 而 对 照 组 则 无 抑制 效果 。 我 们 发 现 靶 向 
HBV S 基因 的 siRNA 能 够 有 效 特异 地 抑制 HBV 病毒 在 易 感 细胞 HepG2. 2. 15 
中 的 复制 与 表达 ， 并 能 够 有 效 地 降低 HBV 病毒 基因 的 表达 水 平 。 此 外 ， 我 们 课 
题 组 Ps4~185 于 2003 年 还 进行 了 另外 一 个 独立 研究 ， 由 于 HBV 基因 组 编码 了 4 
种 蛋白 质 (S、C、P 和 X) ， 其 中 C 是 主要 的 抗原 蛋白 ， 与 病毒 感染 细胞 过 程 高 
度 相 关 。 我 们 首次 设计 并 构建 了 两 个 靶 向 HBV C 基因 的 siRNA 表达 质粒 S1 和 
S2， 以 及 随机 设计 的 用 于 对 照 的 非 同 源 sRNA-S3， 并 构建 报告 基因 表达 质粒 
pC-EGFP-N1, 将 siRNA 表达 质粒 与 报告 基因 pC-EGFP-N1 共 转 染 BHK-21 细 
胞 。 我 们 的 实验 结果 发 现 靶 向 HBV C 基因 的 siRNA 能 够 有 效 特异 地 抑制 HBV 
病毒 在 易 感 细胞 BHK-21 中 的 复制 与 表达 。 本 研究 获 同 样 结果 发 现 RNAi 能 够 特 
异性 抑制 HBV 在 细胞 水 平 的 复制 与 表达 。RNAi 可 能 成 为 防治 HBV 感染 的 一 种 
新 颖 的 可 行 抗 病毒 防御 策略 。 这 是 首次 报道 有 关 RNAi 在 HBV 易 感 细胞 水 平 有 
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效 性 的 评估 工作 ， 具 有 较 大 的 指导 意义 。 这 是 一 个 重要 发 现 。 
1.5.1.3 两 型 肝炎 病毒 (hepatitis C virus, HCV) 


两 型 肝炎 病毒 (hepatitis C virus, HCV) 是 1989 年 经 分 子 克 隆 技 术 发 现 
的 ， 归 为 黄 病毒 科 〈Flaviviridae) 两 型 肝炎 病毒 属 。HCV 是 一 种 直径 30 一 
60 nm 的 球形 颗粒 ， 外 有 脂 质 外 壳 、 面 膜 和 环 突 结构 ， 内 有 由 核心 蛋白 和 核酸 组 
MUKA. HCV 基因 组 为 单 股 正 链 RNA， 全 长 约 9.4 kb， 基 因 组 两 侧 分 别 
为 5 和 3' 非 编码 区 ， 中 间 为 ORF， 编 码 区 从 5 端 依 次 为 核心 蛋白 区 〈C) ， 包 膜 
蛋 自 区 〈E 、E/NS, ) ， 非 结构 蛋白 区 CNS, NS. NS,. NS). C 区 编码 的 
核心 蛋白 与 核酸 结合 组 成 核 衣 过 。Ei 、E/NS, 区 编码 的 包 膜 蛋白 为 病毒 外 壳 主 
要 成 分 ， 可 能 含有 与 肝 细 胞 结合 的 表 位 ， 推 测 其 可 刺激 机 体 产生 保护 性 抗体 。 
NS, 基因 区 编码 解 旋 酶 和 和 蛋白酶 ，NS; 蛋白 具有 强 免疫 原 性 ， 可 刺激 机 体 产 生 抗 
体 ， 在 临床 诊断 上 有 重要 价值 。NS; 区 编码 依赖 RNA 的 RNA 多 聚 酶 ， 在 病毒 
复制 中 起 重要 作用 。 

考虑 到 两 型 肝炎 治疗 是 医学 上 的 难题 ， 很 多 实验 室 尝试 使 用 RNAi 抑制 
HCV 的 复制 。 然 而 ， 由 于 缺乏 有 效 的 HCV 细胞 培养 系统 ， 研 究 人 员 普 遍 采 用 
偶 联 一 个 报告 基因 或 者 携带 选择 性 标记 的 HCV 基因 组 DNA 作为 报告 系统 进行 
研究 siRNA 的 干扰 效率 。 结 果 表 明 ， 排 除 IFN 效应 和 细胞 周期 对 实验 结果 的 影 
响 ， 只 是 某 些 siRNA 能 够 有 效 抑制 HCV 基因 的 复制 "*  。 有 一 个 实验 方案 58] 
发 现 ， 采 用 限制 性 内 切 核酸 酶 制备 sRNA， 并 且 两 到 三 次 连续 转 当 十 分 高 效 。 
在 小 鼠 中 ”9 ， 靶 向 病毒 聚合 酶 基因 BS5B 的 siRNA 能 够 有 效 抑制 BS5B HIER 
酶 融合 基因 的 表达 。 在 一 个 能 自主 复制 亚 单位 HCV 基因 组 RNA 的 肝 细 胞 瘤 细 
ABA, Fie 5 非 编 码 区 的 siRNA 能 够 抑制 曹 光 素 酶 基因 的 表达 超过 85%, Ti 
目 具 有 siRNA Ke. Ab, BET] BS5ADs 、 中 心 区 0 、NS3-1055] 等 
基因 的 siRNA 也 分 别 表 现 出 了 显著 的 抑制 效应 。 通 常 ，RNAIi 效应 持续 时 间 都 
较 短 ，Wilson $0 发现， 运用 双 顺 反 子 质粒 表达 系统 分 别 表 达 siRNA 互补 双 
链 能 够 将 RNAi 效应 的 持续 时 间 延 长 到 三 周 。 

我 们 课题 组 ”5 最近 首 次 设计 体外 转录 靶 向 HCV 结构 基因 C AE2 的 siRNA 
质粒 ， 以 及 随机 设计 的 用 于 对 照 的 非 同 源 SIRNA 质粒 。 探 讨 siRNA 沉默 HCV 
C 和 五 2 基因 表达 的 可 行 性 。 构 建 含 EGFP 报告 基因 及 C 或 下 2 基因 的 表达 质粒 
pEGFP-C 和 pPEGFP-E2， 将 报告 基因 表达 质粒 〈pEGFP-C 和 pEGFP-E2) 与 转 
录 的 siRNA 共 转 染 HEK293T 细胞 。 在 转 染 后 的 不 同时 间 ， 运 用 荧光 显微镜 、 
流 式 细 胞 术 、 免 疫 印迹 和 实时 定量 PCR 观察 HCV C 和 瓦 2 的 复制 与 表达 。 结 果 
发 现 RNAi 能 够 特异 地 抑制 HCV C Al E2 基因 在 HEK293T 细胞 中 的 复制 与 表 
达 。 我 们 课题 组 还 研究 99 发 现 ，siRNA 能 够 特异 性 抑制 HCV 病毒 在 Huh-7 细 
胞 中 的 复制 与 表达 。 这 是 首次 有 关 RNAi 在 HCV 易 感 细胞 水 平 有 效 性 的 评估 工 


。 37 。 


作 ， 这 对 防治 ACV 病毒 感染 具有 重要 的 应 用 价值 。 
1.5.1.4 流感 病毒 (influenza virus) 


2003 年 亚洲 暴发 的 人 禽 流 感 疫情 已 经 给 人 们 留 下 了 一 段 痛苦 的 回忆 ， 同 时 ， 
告 诚 人 类 必须 为 面 对 随 时 可 能 肆虐 的 禽 流 感 病毒 〈avian influenza virus, AIV) 
做 好 应 对 的 准备 。AIV 病毒 基因 组 的 高 度 多 变性 是 目前 疫苗 无 法 克服 的 最 大 障 
fiz. Gell” A] Tompkins 等 25 的 工作 提供 了 一 系列 证 据 表 明 ，RNAi 能 够 有 效 地 
应 对 ATV 的 基因 变异 ;， 而且， 在 小 鼠 中 病毒 为 载体 表达 的 shRNA 能 够 有 效 地 预 
防 或 治疗 A 型 流感 病毒 Cinfluenza A virus, IAV) 感染 产生 的 肺炎 。 他 们 设计 
的 siRNA #2 [e] IAV 的 核 蛋 白质 (nucleo protein, NP) AEA (polymerase) 
PA a PB] 的 基因 保守 区 。Tompkins 等 659 的 实验 证 明 ， 他 们 设计 的 siRNA 能 
够 保护 小 鼠 抵 抗 致死 剂量 的 高 致 病 性 流感 病毒 HON] 和 H7N7 的 攻击 。 与 其 他 
病原 体感 染 不 同 ，AIV 的 感染 使 动物 机 体 在 肺 部 产生 大 量 的 干扰 素 等 细胞 因子 ， 
从 而 引发 过 度 的 自身 免疫 应 答 ， 导 致 组 织 损 伤 。 理 论 上 ，RNAIi 治疗 不 会 诱导 和 蛋 
白质 水 平 的 免疫 反应 ， 亦 不 会 增加 风险 。 因 此 ， 作 为 核酸 水 平 免疫 机 制 之 一 的 
RNAi 可 能 为 人 类 控制 禽 流 感 病毒 感染 的 疫情 提供 一 个 有 效 的 全 新 的 抗 病毒 免疫 
策略 。 


1.5.1.5 SARS 冠状 病毒 (SARS coronavirus, SARS-CoV) 


SARS-CoV 简称 SARS 病毒 ， 能 够 引起 人 类 严重 急性 呼吸 综合 征 〈severe a- 
cute respiratory Syndrome，SARS) ， 又 称 传 染 性 非典 型 肺炎 ， 本 病 是 一 种 新 的 
病毒 性 传染 病 。 该 病 于 2003 年 在 世界 范围 内 传播 ， 导 致 大 量 人 类 死亡 ， 预 防 性 
疫苗 至 今 尚未 解决 。Wang SO DFA, Fe] SARS 病毒 RNA RA BN 
siRNA 能 够 防止 Vero 细胞 发 生病 理学 效应 〈cytopathic effect，CPE)， 抑 制 病 
毒 的 复制 及 其 RNA 和 蛋白 质 的 合成 。 

我 们 课题 组 "2 最 先 报道 探 讨 siRNA 抑制 SARS-CoV M 基因 的 复制 与 表达 。 
首先 确立 了 SARS-CoV M 蛋白 在 哺乳 动物 细胞 中 的 亚 细 胞 定位 ， 接 着 设计 并 构 
建 了 三 个 靶 向 SARS-CoV M 基因 的 siRNA 质粒 ， 将 SIRNA 表达 质粒 与 报告 基 
因 表 达 质 粒 (pEGFP-M) 共 转 染 HEK293T 细胞 ， 并 评估 了 其 在 HEK293T 细 
胞 中 对 SARS-CoV 的 抑制 效应 ， 我 们 的 实验 结果 发 现 ， 靶 加 SARS-CoV M 基因 
的 siRNA 能 够 完全 抑制 SARS-CoV 在 细胞 水 平 的 复制 与 表达 。 这 是 首次 有 关 
RNAi 在 SARS-CoV 易 感 细胞 水 平 有 效 性 的 评估 工作 ， 具 有 很 好 的 指导 意义 。 
RNAi 可 能 成 为 防治 SARS 病毒 感染 的 可 行 抗 病毒 感染 防御 策略 。 


1.5.1.6 口蹄疫 病毒 (foot-and-mouth disease virus, FMDV) 


口蹄疫 Cfoot-and-mouth disease; FMD) #—-#MA REL BRBEE RA, 
+ SEs 


| 
| 
: 
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每 年 都 对 世界 畜牧 业 造成 巨大 的 经 济 损失 ， 对 人 类 的 健康 构成 严重 的 威胁 ， 但 是 
目前 的 疫苗 存在 致命 的 缺陷 ， 因 此 有 必要 研究 新 的 抗 病毒 策略 应 对 该 疾病 的 威 
i}. FMDV 是 FMD 的 病原 体 ， 属 小 RNA 病毒 科 口 蹄 疫病 毒 属 的 成 员 ， 其 基因 
组 是 单 链 正义 RNA， 长 度 约 为 8500 bp。 我 们 课题 组 ”5 最 先 将 RNAI 技术 应 用 
于 抑制 FMDV 复制 和 感染 的 研究 之 中 ， 结 果 表 明 ， 和 采用 质粒 表达 的 靶 癌 FMDV 
VP1 基因 的 shRNA 能 够 特异 性 抑制 同 源 FMDV 在 BHK-21 细胞 中 的 复制 ， 抗 
病毒 效应 持续 约 48 h， 但 是 对 异 源 毒 株 无 抑制 力 。 发 现 将 质粒 颈 部 皮下 注射 
C57BL/6 乳 鼠 ， 动 物 降 低 了 对 同 源 FMDYV 的 敏感 性 ， 部 分 动物 受到 了 保护 。 随 
后 ， 世 界 上 多 个 研究 团队 〈 包 括 我 们 课题 组 )F% -2 几乎 同时 发 表 了 进一步 的 研 
FIRE, APE] FMDV 基因 组 保守 区 的 siRNA 能 够 诱导 RNAi 抑制 同型 异 源 
毒 株 ， 甚 至 是 其 他 血清 型 毒 株 的 复制 与 感染 。Kahana 等 "的 工作 具有 更 大 的 启 
发 性 ， 他 们 发 现 采 用 多 个 siRNA 同时 转 染 细胞 ， 能 够 100%% 抑 制 病毒 的 复制 ， 
而 仅仅 用 单个 siRNA 转 染 无 法 取得 同样 的 效果 ， 这 暗示 ， 面 对 单个 siRNA BY, 
病毒 可 能 比较 容易 发 生 突变 逃逸 ， 因 此 ， 多 个 siRNA 联合 运用 可 能 是 应 对 病毒 
逃逸 的 一 种 可 行 策略 。 我 们 课题 组 "5 最近 又 最 先 采 用 人 重组 腺 病毒 为 载体 表达 
siRNA， 并 评估 了 其 在 猪 IBRS-2 细胞 、 豚 鼠 以 及 家 猪 中 对 FMDV 的 抑制 效应 ， 
我 们 的 实验 结果 表明 ， 表 达 划 向 FMDV 特异 性 的 siRNA 的 重组 腺 病毒 能 够 完全 
抑制 FMDV 在 细胞 水 平 的 复制 。 在 豚鼠 实验 中 ， 该 重组 腺 病毒 的 抑制 效应 亦 十 
分 显著 ， 但 无 论 如 何 改 变 实 验 条 件 动物 均 无 法 获得 100% RH. TE FMDV 易 感 
动物 家 猪 中 ， 颈 部 肌肉 注射 表达 FMDV 特异 性 的 siRNA 的 重组 腺 病毒 能 够 明显 
减轻 FMD 症 状 ， 降 低 血清 中 FMDYV 的 抗体 水 平 。 这 是 世界 上 第 一 个 RNAi 在 
FMDV 易 感 动物 水 平 有 效 性 的 评估 工作 ， 具 有 很 大 的 指导 意义 。 这 是 一 个 重要 
发 现 。 

迄今 为 止 ，RNAi CAWAF SARAHB Rs. ENA RK 
RIA (poliovirus, PV), FA AVA AIH (hepatitis A virus, HAV)? , 
登革热 病毒 (dengue virus，DENV)5o8l 、 轮 状 病毒 (rotavirus)? | FEB 
(herpesvirus)°") 、 人 类 多 瘤 病 毒 (human polyomavirus)523 等 。 这 里 不 作 一 
一 阐述 。 


1.6 siRNA 的 设计 、 表 达 和 转 染 


尽管 人 为 诱导 的 RNAI 在 抗 病毒 防御 中 是 有 效 的 ， 但 是 ， 其 效果 仍 有 待 进 一 

步 提 高 ， 具 体 表 现在 两 个 方面 : 其 一 ， 绝 大 多 数 情况 下 RNAI 的 运用 无 法 完全 清 

除 感染 的 病毒 ， 其 二 ，RNAIi 效应 持续 时 间 过 短 ， 通 常 仅 为 几 个 小 时 到 十 几 天 。 

因此 ， 如 何 克 服 RNAi 技术 在 具体 运用 中 的 缺陷 是 目前 的 一 大 难题 。 除 了 在 不 同 

细胞 中 RNAi 分 子 机 制 的 保守 性 等 先天 性 因素 无 法 改变 之 外 ， 有 大 量 的 研究 人 员 

致力 于 通过 siRNA 的 设计 、 表 达 和 转 染 等 技术 的 创新 ， 以 及 选择 适当 的 靶 基 因 
° 39 « 


干扰 位 点 来 提高 RNAI 的 效率 。 
1.6.1 siRNA #&ikt 


在 早期 ， 有 两 个 实验 室 分 别 独 立地 证 明了 RISC 对 siRNA 的 选择 存在 链 偏 
好 5# 罗 ， 他 们 发 现 ， 那 一 条 链 被 RISC 选择 装载 链 的 一 个 决定 性 因素 是 siRNA 
双 链 的 热力 学 稳定 性 。Reynolds $7 进一步 对 180 个 siRNA 进行 系统 地 分 析 ， 
确定 了 与 RNAi 功能 相关 的 siRNA 链 的 几 个 特征 ， 它 们 分 别 是 低 CG 含量 、3 末 
端 低 内 部 热力 学 稳定 性 的 正义 链 人 和 偏好、 缺失 反 向 重复 序列 ， 以 及 正义 链 在 某 些 位 
点 上 (第 3、10、13、19 位 ) 的 碱 基 偏 好 等 。 根 据 这 些 研 究 结果 ， 人 研究 人 员 开 发 
了 多 种 用 于 设计 高 效 的 siRNA 的 计算 机 软件 ， 如 DEQOR 9 、siDirect 2 Cht- 
tp: //design. RNAi. jp/), OptiRNAi!*] (http; //bioit. dbi. udel. edu/rnai/) 。 
有 些 软件 甚至 可 以 在 线 使 用 ， 如 TROD!) (http: //www. cellbio. unige. ch/ 
RNAi. html), Ambion 公司 的 SiRNA Target Finder and Design Tool (Chttp: // 
www. ambion. com/techlib/misc/siRNA finder. html), Qiagen 公司 的 RNAi De- 
sign Tool (http: //www. qiagen. com/siRNA/ordering. asp) 等 。 目 前， 在 
Ambion 等 许多 公司 都 开辟 了 包括 siRNA 的 设计 合成 等 系列 有 偿 服务 ， 可 帮助 
科研 人 员 适 当 减 轻 劳动 量 以 及 加 快 科 研 进 度 。 尽 管 有 计算 机 软件 的 协助 ， 但 是 ， 
更 加 可 靠 保险 的 方法 仍然 是 针对 同一 个 靶 点 设计 多 个 siRNA， 然 后 通过 实验 验 
证 选取 其 中 一 个 最 佳 siRNA， 为 后 续 实 验 备用 。 

影响 RNAi 效率 的 因素 除了 siRNA BAB ZIP, HSER mRNA 的 高 级 结构 
等 其 他 因素 也 必须 纳入 考虑 范围 。 关 于 这 一 点 存在 几 个 主要 假设 : 其 一 ，mR- 
NA 链 结合 的 蛋白 质 产 生 位 置 阻 断 效应 59 ;其 二 ，mRNA 的 内 部 结构 可 能 影响 
siRNA 引导 的 RISC 对 它 的 识别 与 接触 [5220 ;其 三 ，siRNA 在 细胞 内 受到 5 磷 
酸化 反应 的 影响 5 。 因 此 ， 设 计 siRNA 时 应 同时 考虑 mRNA 靶 向 位 点 的 空间 
结构 与 位 置 。 


1.6.2 SiRNA 的 表达 
62.1 4422 


化 学 合成 设计 好 的 siRNA 有 两 个 主要 优点 : 其 一 ， 具 有 统一 性 ， 不 易 混杂 
长 dsRNA， 使 实验 结果 更 具 说 服 力 ;其 二 ， 可 以 对 siRNA 进行 大 范围 的 化 学 修 
饰 C2-~23] ， 使 其 提高 稳定 性 、 转 染 效率 等 。 主 要 的 缺点 是 高 成 本 ， 使 该 方法 不 适 
合 大 规模 的 临床 应 用 。 值 得 关注 的 是 ， 化 学 合成 长 度 为 27 bp 或 29 bp 的 siRNA 
似乎 比 标准 的 21~22 bp siRNA HANA", TMAKKE siRNA 不 会 诱导 
IFN 反应 。 一 种 理论 认为 ， 长 dsRNA 需要 经 过 Dicer 酶 的 剪 切 加 工 ， 而 Dicer fi 
参与 的 这 个 过 程 与 RISC 装载 偶 联 可 以 提高 RNAi 效率 。 这 种 较 长 的 siRNA 被 
定义 为 “Dicer-substrate siRNA” 或 “disRNA”。 
« 人 


— 


1.6.2.2 Meyer + 


获得 siRNA 最 有 效 快捷 的 方法 是 : 以 带 有 T7 te RNA 聚合 酶 启动 子 的 
引物 PCR 扩 增 靶 基 因 序 列 ， 接 着 以 T7 MK RNA 聚合 酶 分 别 转录 ssRNA, 
然后 复 性 ， 纯 化 获得 siRNAF2425 ;通过 这 种 方法 获得 的 siRNA 通常 带 有 
“GGG”5 端 三 磷酸 基 团 引导 序列 ， 这 与 启动 子 的 转录 有 关 ， 在 这 种 情况 下 ， 可 
以 采用 T1 核糖 核酸 酶 将 多 余 的 单 链 序列 切除 。 若 PCR 扩 增 的 是 长 的 靶 基 因 序 
列 ， 则 复 性 后 纯化 得 到 的 长 dsRNA 可 以 通过 人 重组 Dicer 酶 (human recombi- 
nant Dicer enzyme) 酶 切 获 得 siRNA?) 。 另 一 种 方法 是 ， 将 转录 获得 的 dsR- 
NA 以 核糖 限制 性 内 切 核酸 酶 消化 ， 但 是 ， 消 化 产物 是 含有 大 大 小 小 的 不 规则 片 
段 混 合 物 ， 因 此 必须 采用 纯化 技术 将 大 小 适当 的 siRNA 分 离 ， 由 于 该 方法 不 易 
操作 ， 因 此 较 少 被 采用 。 


1.6.2.3 载体 表达 


不 论 化 学 合成 或 是 酶 切 形成 的 siRNA， 在 使 用 过 程 中 均 需 要 通过 转 染 才能 
进入 细胞 内 部 发 挥 基因 沉默 功能 ， 由 于 不 同 细胞 的 转 染 效率 大 相 径 庭 ， 而 且 瞬 时 
的 转 染 只 能 使 基因 沉默 维持 较 短 的 时 间 〈 一 般 2 一 6 天 )， 这 不 利于 基因 功能 研究 
或 者 在 抗 病毒 防御 的 运用 。 因 此 ， 以 质粒 ”或 病毒 ”为 载体 的 siRNA 体内 
表达 技术 应 运 而 生 。 载 体 表 达 方 法 存在 几 个 优点 : 其 一 ， 可 以 携带 GFP BOE 
素 酶 等 报告 基因 共 表 达 ， 便 于 跟踪 、 选 择 和 富 集 转 染 的 细胞 ;其 二 ， 可 以 根据 需 
要 表达 不 同类 型 的 小 RNA 分 子 (siRNA, shRNA 或 miRNA); H=, BAR 
高 的 转 染 效率 〈 特 别 是 病毒 载体 )， 使 基因 沉默 维持 较 长 时 间 。 

在 载体 表达 方法 中 ， 核 心 内 容 是 如 何 选 择 启动 和子， 以 及 小 RNA 分 子 类 型 的 
确定 。 通 常 ， 人 们 采用 细胞 自体 的 RNA 聚合 酶 II 启动 子 表达 siRNA， 例 如 U6 
aah Fe), Al FO TSK 启动 子 “” 等 。 这 类 启动 子 通常 有 精确 的 转 
录 起 始 和 终止 位 点 ， 有 利于 siRNA 的 表达 后 的 准确 折 琶 。 采 用 RNA 4 A II 
局 动 子 也 是 策略 之 一 ， 但 是 ， 其 转录 产物 有 十 分 复杂 的 帽 结构 和 polyA 尾 结构 ， 
BANAT BIZ BM dsRNA 的 结构 ， 另 外 ， 这 种 外 源 性 的 转录 产物 通常 不 易 被 
RNAi 有 关 蛋 白 识 别 ”” ， 因 此 ， 该 策略 较 少 采用 。 

有 关 siRNA 表达 方法 可 具体 参考 Amarzguioui FO 的 综述 性 论文 。 综 合 几 种 
方式 ， 化 学 合成 方法 具有 简单 可 行 性 ， 因 此 ， 该 方法 得 到 了 广泛 的 应 用 ， 特 别 是 在 
细胞 水 平 。 由 于 生物 个 体 水 平实 验 对 SIRNA 的 大 需求 量 ， 以 及 转 染 不 易 等 难题 ， 
载体 表达 方法 得 到 更 多 的 应 用 。 但 是 ， 我 们 认为 ， 可 以 结合 这 两 种 方法 使 实验 更 加 
具有 说 服 力 ， 即 首先 采用 简易 的 化 学 合成 方法 筛选 有 效 的 siRNA， 然 后 构建 表达 
& siRNA 的 质粒 或 病毒 载体 ， 提 高 在 细胞 特别 是 生物 个 体 水 平 的 转 染 效率 。 


1.6.3 siRNA 的 转 染 


Paroo 和 Corey UREA, RNAi 要 在 生物 个 体 水 平 得 到 有 效 的 应 用 面临 一 
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个 重大 挑战 ， 那 就 是 : 如 何 使 siRNA 有 效 地 转 染 靶 组 织 器 官 ? 甚 实 不 论 在 细胞 水 
平 还 是 在 个 体 水 平 ，siRNA 的 转 染 均 是 一 大 难题 。 简 单 地 将 siRNA 与 细胞 混合 并 
不 能 导致 有 效 的 基因 沉默 ， 因 为 : 其 一 ， 细 胞 没有 有 效 地 吸收 dsRNA 的 机 制 ;， 其 
=, siRNA 的 化 学 性 质 决 定 其 不 能 自由 通过 细胞 膜 ， 甚 三， 即使 由 于 液体 流动 形 
成 偶然 的 siRNA 内 大 作用， 也 不 能 将 siRNA 有 效 地 释放 到 细胞 质 。 在 这 里 ， 对 病 
毒 载体 表达 的 siRNA 的 转 染 ， 以 及 化 学 合成 的 siRNA BK SIRNA 表达 质粒 的 纯 脂 质 
体 和 电 转 化 方法 不 再 叙述 ， 我 们 将 对 一 些 特殊 的 方法 作 简 要 的 论述 。 

首先 介绍 一 种 用 于 转 染 siRNA 表达 质粒 的 多 功能 的 具有 包 膜 结构 的 纳米 颗 
粒 装 置 (mnultifunctional envelope-type nano device, MEND)"*! ( 27), 
Moriguchi 等 2 将 表达 抗 曹 光 素 酶 基因 siRNA 的 质粒 用 多 聚 赖 氨 酸 (poly-L-ly- 
sine, PLL) 浓缩 ， 然 后 装 和 人 MEND， 结 果 表 明 ，MEND (PLL) 与 莉 光 素 酶 表 
达 质 粒 共 转 染 能 够 抑制 曹 光 素 酶 96% 的 活性 。 关 于 纳米 颗粒 在 RNAI 中 的 应 用 可 
详细 参考 Woodle 和 Lu’?! WARE EE, Kinoshita 和 Hynynen!?**! 3 Ay — ARE 
Ae BS BE AY) ES ES a FRE 〈focused ultrasound transducer) 瞬间 改变 细胞 膜 的 活 透 
性 ， 提 高 细胞 对 siRNA 的 吸收 效率 。Song FO 发 展 了 一 种 奇特 的 方法 ， 他 们 
构建 抗体 与 鱼 精 蛋白 的 融合 蛋白 携带 sRNA， 依 赖 特 异 的 细胞 受 体 介 导 转 染 过 
程 ， 在 黑色 素 瘤 小 鼠 模 型 中 展现 了 该 技术 的 可 行 性 ， 有 趣 的 是 ， 该 技术 可 以 使 
siRNA 的 转 染 具有 细胞 组 织 特异 性 ， 具 有 深远 的 意义 2 。 阳 离子 脂 质 体 〈cat- 
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图 27 具有 包 膜 结构 的 纳米 颗粒 装置 MENDF 1 


ionic liposome) 也 可 以 作为 有 效 的 siRNA 转 染 试剂 ， 实 验 表明 ， 通 过 小 鼠 静 脉 
或 腹腔 注射 ， 阳 离子 脂 质 体 可 以 携带 SIRNA 转 染 小 鼠 的 多 个 组 织 器 官 - 。 然 
而 ， 阳 离子 脂 质 体 的 使 用 在 小 鼠 体 内 增强 了 SIRNA 诱导 的 IFN 反应 5 。 因 此 ， 

该 方法 有 待 进一步 改进 ， 特 别 是 在 基因 功能 研究 中 应 谨慎 使 用 。 最 近 ， 日 本 的 科 

研 人 员 发 明了 一 种 被 认为 安全 可 靠 的 方法 ， 将 SIRNA 与 一 种 胶原 质 〈atelocolla- 
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gen) 混合 ， 静 脉 注 射 小 鼠 ， 显 著 降 低 了 动物 不 同 组 织 器 官 中 报告 基因 或 内 源 性 
瘤 基 因 的 表达 ， 抑 制 了 瘤 细 胞 的 生长 ”” 。 

RNAi 作为 一 种 抗 病毒 感染 的 防御 策略 ， 目 前 有 待 解决 的 主要 问题 有 : 其 
一 ， 如 何 提高 RNAi 的 效率 ;其 二 ， 如 何 降低 和 避免 RNAI 的 副作用 ;其 三 ， 如 
何 克 服 病毒 逃逸 问题 ;其 四 ， 如 何在 生物 个 体内 实现 有 效 的 组 织 特 录 性 的 siR- 
NA 转 染 ;其 五 ， 在 必要 的 情况 下 ， 如 何在 细胞 与 细胞 、 组 织 与 组 织 间 实 现 
RNAi 效应 的 系统 性 扩散 。 

RNAi 的 发 现 不 仅 使 人 类 对 分 子 细胞 功能 的 了 解 更 加 次 入 ， 而 且 也 为 基因 功 
能 研究 和 抗 病毒 防御 策略 的 开发 提供 一 个 和 新 的 工具 。 然 而 ， 挑 战 依然 存在 。 生 
物 基因 组 计划 为 RNAi 技术 的 研发 和 应 用 提供 了 一 个 巨大 平台 ， 同 时 为 解决 以 上 
一 系列 问题 提供 了 可 能 。 目 前 ， 许 多 国家 都 在 酝酿 着 RNAi 在 人 类 抵抗 重大 传染 
病 临床 上 的 评估 ， 期 望 在 未 来 五 年 获得 一 系列 的 临床 数据 及 其 RNAI 药物 的 成 功 
问世 。 
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2 RNAi FHL S AED 
免疫 系统 之 间 的 进化 关系 


2.1 引言 


RNA 沉默 ， 又 称 转录 后 基因 沉默 (PTGS) dsRNA 诱发 的 对 序列 同 源 的 
mRNA 降解 或 翻译 抑制 的 分 子 机 制 。 现 在 ， 普 遍 认 为 RNA 沉默 是 植物 和 无 脊椎 
动物 主要 的 病毒 防御 机 制 。 科 研 人 员 最 早 在 秀丽 新 小 杆 线虫 相关 研究 中 发 现 了 小 
的 dsRNA 分 子 在 诱导 RNA 沉默 反应 中 起 至 关 重 要 的 作用 。RNA 沉默 分 子 机 
制 在 动物 细胞 中 又 称 为 RNA FH (RNAi), ， 是 由 dsRNA 经 RNaseIII 样 Dicer 
酶 前 切 获 得 的 双 链 小 干扰 RNA (short interfering RNA, siRNA) (EF 19~27 
bp) 诱导 的 对 同 源 基因 进行 的 表达 抑制 过 程 轨 。 目 前 的 证 据 表 明 ，RNAi 保守 地 
存在 于 哺乳 动物 细胞 当中 8 。 因 此 ， 人 们 试图 使 用 病毒 特异 性 的 siRNA 诱导 
RNAi 效应 抑制 哺乳 动物 病毒 的 复制 与 感染 ， 结 果 表 明 ，siRNA 能 够 有 效 特异 地 
抵抗 病毒 的 侵 染 ， 尽 管 有 报道 称 一 些 dsRNA 或 siRNA 通过 激活 细胞 的 PKR/ 
RNase L 信号 途径 “诱导 IFN 病毒 防御 机 制 ” 。 

通过 以 上 研究 ， 我 们 针对 痛 椎 动物 病毒 防御 机 制 相互 之 间 的 关系 提出 了 一 系 
列 问题 : 其 一 ， 在 关 椎 动物 中 ， 病 毒 的 感染 能 否 自然 诱发 RNAi 反应 形成 核酸 水 
平 的 免疫 系统 (nucleic acid-based immune system) ， 类 似 于 自然 诱发 蛋白 质 水 平 
免疫 反应 呢 ? 其 二 ， 如 果 病 毒 感染 能 够 自然 诱发 RNAi， 那 么 ， 它 与 蛋白 质 免疫 
系统 存在 什么 关系 呢 ? 或 者 两 者 互 不 相关 ? 其 三 ， 在 哺乳 动物 细胞 病毒 感染 过 程 
中 ， 为 什么 自然 诱发 的 RNAIi 反应 不 足以 有 效 地 抵抗 病毒 的 感染 ? 除非 人 为 地 转 
染病 毒 特异 性 的 siRNA; 其 四 ， 由 于 RNAi OLB AR, Rll te A HE 
的 病毒 防御 机 制 重新 作出 怎样 的 系统 认识 ? 其 五 ， 有 哪些 新 的 策略 能 够 使 脊椎 动 
物 更 加 有 效 地 应 对 病毒 性 传染 病 呢 ? 


2.2 RNAi 是 天 然 的 病毒 感染 防御 机 制 


Li 等 ”主张 ，RNAi 是 哺乳 动物 天 然 的 抗 病毒 免疫 机 制 ， 他 们 的 假设 基于 以 
下 三 个 证 据 : 其 一 ，RNA 沉默 分 子 机 制 在 哺乳 动物 细胞 中 是 保守 的 ， 而 且 ， 
SIRNA 人 为 地 转 染 哺乳 动物 细胞 能 够 有 效 地 抑制 病毒 的 复制 ; 其 二 ， 哺 乳 动物 
病毒 编码 了 RNAI 的 蛋白 抑制 因子 〈 例 如 流感 病毒 的 ESL 蛋白 和 牛首 病 毒 的 
NS1 A), ， 而 这 一 特征 与 植物 或 无 脊椎 动物 病毒 相符 ， 甚 三， 哺乳 动物 病毒 编 
人 码 的 RNAi 抑制 因子 同时 也 是 哺乳 动物 IFN 免疫 系统 的 抑制 剂 ， 众 所 周知 ，IFN 
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反应 是 哺乳 动物 天 然 的 病毒 感染 防御 机 制 。 

RNAi 的 发 现 不 仅 为 哺乳 动物 病毒 感染 防御 提供 一 种 全 新 的 策略 ， 同 时 ， 也 
可 能 使 人 类 对 哺乳 动物 免疫 系统 的 进化 有 更 加 深入 的 了 解 。 生 物 学 课堂 总 是 讲 
授 ， 经 典 的 蛋白 质 免疫 系统 是 脊椎 动物 主要 的 病毒 感染 防御 机 制 。 现 在 ， 越 来 越 
多 的 证 据 表 明 ，RNAi 能 够 保护 脊 椎 动物 细胞 免 受 内 源 侵 染 物 〈 如 转 座 子 ) 或 外 
源 侵 染 物 〈 如 病毒 ) 的 侵扰 ， 而 且 ， 对 基因 表达 和 细胞 发 育 调控 产生 巨大 的 影 
eo) 。 蛋 白质 免疫 系统 和 RNAi 之 间 至 少 具备 共同 的 功能 ， 即 抵抗 病毒 的 感 
染 与 复制 。 然 而 ， 有 蛋白质 免疫 系统 在 生命 进化 到 兰 椎 动物 阶段 才 产 生 ， 而 RNAi 
分 子 机 制 在 早期 的 真 核 生 物 细胞 中 就 已 经 存在 。 因 此 ， 这 使 我 们 联想 到 ， 它 们 之 
间 可 能 存在 进化 上 的 某 些 关系 。 通 过 比较 蛋白 质 免 疫 系统 与 RNAi 分 子 机 制 ， 我 
们 发 现 它 们 之 间 至 少 有 七 个 重要 的 方面 存在 可 比 性 (GE 1) Ding 等 2 科研 人 员 
也 对 其 中 某 些 方面 进行 了 描述 。 


表 1 蛋白 质 免 疫 系统 与 RNAi 间 的 比较 


特征 基于 蛋白 质 的 免疫 系统 RNA 沉默 
1 抗原 病毒 基因 组 / 转 座 子 / 异 常 RNA 
mRNA expressed from plasmid backbones 
2 抗体 siRNA 
3 淋巴 细胞 (B-Al 工 细 胞 ) Dicer/RISC# 
4 细胞 因子 CL. IFN 等 ) PKR/RNase L/IFN 途径 
5 巨 嗜 细胞 /细胞 凋 亡 非 细 胞 病毒 清除 
6 免疫 记忆 初步 形成 记忆 
7 免疫 应 答 〈 几 天 到 几 个 月 ) RNAi 沉默 的 效应 〈 几 小 时 到 几 天 ) 


#: 在 动物 RNAi 途径 中 ， 靶 RNA 的 降解 由 siRNA 和 RISC 催化 完成 。 


我 们 这 里 补充 两 点 : 其 一 ，dsRNA 或 siRNA 能 够 诱导 非特 异性 的 反应 ， 例 
如 PEKRVRNase 工 信号 途径 ， 这 类 似 于 蛋白 质 免 疫 系统 中 某 些 细胞 因子 的 功能 ; 
=, PARR, RNAI 反应 不 会 导致 CPE 2 ， 相 反 ， 蛋 白质 免疫 系统 通常 使 
病毒 感染 的 细胞 被 吞 吻 或 发 生 细胞 凋 立 ”. 。 

在 进化 过 程 中 ， 核 酸 水 平 的 免疫 机 制 的 出 现 优先 于 蛋白 质 免疫 系统 是 可 能 
的 5 。 许 多 生物 学 家 认为 ， 生 命 起 源 于 RNA 世界 ， 而 且 ， 他 们 对 从 RNA 世界 
未 期 到 原核 再 到 真 核 细 胞 的 进化 过 程 构建 了 多 种 模型 ”… ” 。 在 RNA 世界 起 源 
假说 中 ，RNA 不 仅 携带 遗传 信息 ， 同 时 具备 生物 反应 的 催化 活性 。RNAIi 反应 
是 一 个 由 SIRNA 诱导 的 对 同 源 mRNA 进行 序列 特异 性 的 降解 过 程 。 原 生动 物 细 
胞 具有 完备 的 RNAi 分 子 机 制 ， 而 且 ， 比 真 核 细胞 进化 更 早期 的 某 些 古 细 效 
(A DAA RNAI 基因 同 源 产 物 5% ， 这 些 证 据 支持 这 样 一 个 观点 ， 即 RNAi 在 真 
核 细 胞 进化 的 早期 就 已 经 出 现 。 
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细菌 古 细 菌 真 核 生物 


图 1 由 rRNA 序列 分 析 确 定 的 系统 发 育 树 


有 趣 的 是 ，Billy 等 所 发现， 相 比 分 化 的 细胞 系 〈 例 如 小 鼠 NIH3T3 、 大 
鼠 REF52、 人 HeLa 细胞 等 )， 胚 胎 瘤 细胞 系 〈 例 如 P19、F5 等 ) 表达 Dicer 
酶 的 水 平 高 得 多 ， 而 且 ， 他 们 发 现 ， 在 小 鼠 畸 胎 瘤 细 胞 系 中 ， 即 使 是 dsR- 
NA 都 很 容易 诱发 特异 性 的 RNAi 反 应 ， 而 在 分 化 的 细胞 系 中 ，dsRNA 通常 
诱导 IFN 反应 ， 其 诱导 的 RNAi 反应 弱 得 多 。 众 所 周知 ， 在 哺乳 动物 胚胎 形 
成 的 早期 ， 蛋 白质 免疫 系统 还 未 成 熟 ， 恰 巧 这 时 期 Dicer 酶 基因 的 活性 却 十 
分 强烈 。 这 些 现 象 可 能 暗示 了 ， 在 植物 和 无 脊椎 动物 病毒 防御 中 占 主 导 地 位 
的 RNAi 在 状 椎 动物 的 进化 过 程 中 其 功能 已 经 被 逐渐 弱化 ， 甚 至 最 终 被 蛋白 
质 免 疫 系统 所 取代 。 

迄今 为 止 ， 仍 然 没 有 直接 的 证 据 表 明细 菌 或 古 细菌 拥有 RNAi 分 子 机 制 ， 所 
以 ,我们 对 RNAi 起 源 非 常 时 的 说 法 须 持 谨慎 乐观 的 态度 。 二 十 几 年 前 发 现 的 核 
酶 或 称 催化 RNA (catalytic RNA)“ 可 能 对 解 开 RNAi 的 起 源 之 恋 具 有 启发 意 
义 。 核 酶 是 一 类 具有 锤 头 状 或 发 夹 状 结构 的 RNA 分 子 ， 它 通过 与 靶 RNA 分 子 
之 间 的 互 作 催化 靶 RNA 分 子 的 剪 切 或 连接 反应 [5 。 核 酶 普遍 存在 于 病毒 、 细 
菌 、 植 物 以 及 低 等 真 核 生 物 中 ， 在 关 椎 动物 中 非常 稀少 。RNAi 与 核 酶 之 间 的 结 
构 、 功 能 以 及 细胞 分 布 的 相似 性 使 我 们 联想 到 一 种 可 能 性 ， 那 就 是 RNAi 分子 
机 制 可 能 是 从 原始 的 分 子 信息 处 理 机 制 〈 例 如 核 酶 ) 进化 而 来 的 。 为 了 检验 这 种 
可 能 性 ， 或 许 有 必要 在 低 等 物种 细胞 中 寻找 原始 分 子 信息 处 理 机 制 与 RNAi 之 间 
在 进化 过 程 中 可 能 存在 的 过 渡 产 物 。 


2.3 HW RNAi 可 能 与 蛋白 质 免 疫 系统 协同 作用 


Gitlin 和 Andinon" FRU, RNA 沉默 作为 分 子 水 平 的 病毒 防御 机 制 在 进化 
上 可 能 是 保守 的 ， 因 为 病毒 和 转 座 子 对 宿主 细胞 始终 维持 着 一 种 严酷 的 选择 压 
力 ， 尽 管 冰 椎 动物 进化 出 了 一 套 基 于 蛋白 质 水 平 的 复杂 完善 的 免疫 机 制 。 既 然 已 
经 有 大 量 的 实验 证 明 在 哺乳 动物 细胞 中 人 为 转 染 SIRNA 能 够 有 效 地 诱导 抗 病毒 
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效应 4242 ， 因 此 ， 我 们 认为 ， 哺 乳 动 物 中 RNA 沉默 可 能 与 经 典 的 蛋白 质 免疫 
机 制 协同 作用 ， 在 核酸 和 蛋白质 两 个 水 平 同 时 对 病毒 作出 防御 。 

表 1 对 两 种 机 制 的 比较 表明 ， 基 于 RNA 水 平 而 且 能 够 快速 特异 地 抑制 病毒 
感染 的 RNA 沉默 机 制 能 够 弥补 或 促进 蛋白 质 免疫 系统 的 病毒 防御 功能 。 首 先 ， 
RNAi 反应 发 生 在 细胞 质 '2'?. ， 但 是 在 这 个 层面 ， 蛋 白质 免疫 系统 的 淋巴 细胞 、 
抗体 以 及 细胞 因子 难以 对 已 经 进入 细胞 质 的 病毒 作出 快速 的 识别 和 反应 。 当 病毒 
和 转 座 子 在 细胞 内 复制 的 时 候 [5 ， 所 产生 的 dsRNA 十 分 容易 触发 RNAi 机 制 。 
在 植物 中 ， 甚 至 某 些 异常 RNA (aberrant RNA) 就 能 够 诱导 了 RNAi 反应 。 其 次 ， 
正如 前 面 所 提 到 过 的 ，RNAi 反应 对 病毒 的 清除 不 会 使 细胞 发 生病 变 5425 ， 而 蛋 
白质 免疫 反应 却 可 能 使 病毒 感染 的 细胞 被 大 量 吞 鸣 或 发 生 凋 亡 89 。 而 且 ， 由 于 
病毒 感染 而 产生 的 蛋白 质 免疫 反应 可 能 过 激 导 致 自身 免疫 性 疾病 的 发 生 翌 -55 。 
再 次 ，siRNA 能 够 在 几 小 时 内 诱发 快速 上 且 有 效 的 病毒 防御 ， 但 是 抗 病毒 效应 持 
续 时 间 似 乎 较 短 ， 通 常 只 有 几 天 5 59; 然而， 病毒 抗原 必须 经 过 十 几 天 的 刺激 
才能 诱导 足够 强 的 蛋白 质 免疫 反应 ， 即 使 是 所 谓 的 “应 急 疫 苗 ” 也 需要 4 一 5 天 
的 时 间 才 能 够 产生 保护 作用 5 ， 但 是 病毒 抗原 诱导 的 蛋白 质 免疫 反应 可 以 持续 
很 长 的 时 间 ， 甚 至 几 年 。 
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基于 蛋白 质 的 免疫 系统 
2 RNA 沉默 与 蛋白 质 免 疫 系 统 协 同 作用 关系 示意 图 
° 58 。 


那么 ， 病 毒 产 生 的 或 是 人 为 转 染 的 SIRNA 是 否 可 能 促进 蛋白 质 免疫 反应 呢 ? 
日 本 学 者 68 的 研究 工作 表明 ， 长 度 约 为 25 bp 的 dsRNA 转 染 非 免 疫 细胞 可 能 诱 
导 主 要 组 织 相 容 性 抗原 复合 体 (major histocompatibility complex, MHC) 的 异 
常 表达 ， 同 时 促进 抗原 递 旺 (antigen presentation) 相关 基因 的 激活 与 表达 。 
以 上 的 基因 调控 是 序列 非特 异性 的 ， 单 链 核 苷 酸 不 能 诱导 同样 的 反应 ， 而 
且 ， 对 照 实验 表明 dsRNA 的 这 种 基因 调控 作用 与 直接 作用 在 免疫 细胞 上 的 
CpG 基 序 无 关 。 这 一 现象 暗示 ， 非 免疫 细胞 〈 如 大 鼠 的 FRTL-5 甲状 腺 细 
胞 ) 细胞 质 中 的 dsRNA 可 能 使 该 细胞 成 为 非 专业 的 抗原 呈 递 细胞 ， 并 且 通 
过 激活 蛋白 质 免疫 系统 反 过 来 对 这 些 非 免疫 细胞 进行 免疫 监督 " 光 ' 〈 图 2) 。 
恰巧 的 是 ， 在 RNAi 分 子 机 制 中 ， 最 初 的 dsRNA 被 Dicer 酶 剪 切 产生 大 小 为 
19~27 bp 的 sRNA， 在 细胞 质 中 诱导 RNAi 反应。 而 且 ， 有 实验 证 据 表 明 ， 
siRNA‘: BR siRNA 表达 载体 "' 能 够 诱导 产生 干扰 素 反应 。 已 经 知道 ， 干 
扰 素 与 经 典 的 蛋白 质 免 疫 机 制 关 系 密 切 ， 它 在 病毒 感染 的 早期 产生 ， 并 随后 
刺激 和 调控 特异 性 和 非特 异性 的 蛋白 质 水 平 抗 病毒 反应 5 。 因 此 ， 有 必要 去 
寻找 更 加 直接 的 证 据 能 够 支持 我 们 的 一 种 推测 ， 即 siRNA 介 和 人 了 蛋白质 免 
疫 机 制 ， 并 可 能 对 其 起 促进 作用 《图 2). 


2.4 干扰 素 反 应 : RNA 沉默 与 蛋白 质 免疫 系统 之 间 的 进化 纽 闪 


有 证 据 表 明 ，RNAi 和 干扰 素 反 应 在 哺乳 动物 胚胎 发 生 过 程 中 ， 在 病毒 防御 
层面 上 存在 协同 作用 〈 图 3) 。 在 哺乳 动物 胚胎 细胞 中 ， 即 使 是 dsRNA 也 能 够 特 
异 有 效 地 诱导 RNAI 反应 ， 其 原因 可 能 是 Dicer 酶 的 高 水 平 表 达 5 ;相反 ，dsR- 
NA 或 病毒 感染 在 胚胎 细胞 中 无 法 有 效 诱 导 干 扰 素 反应 ， 因 为 与 干扰 素 反应 激活 
有 关 的 酶 表达 缺陷 只  。 然 而 ， 在 分 化 的 细胞 中 ，dsRNA 似乎 很 难 诱导 特异 性 
的 RNAi 反 应 ， 原 因 可 能 是 Dicer 酶 表达 下 调 5 。 相 应 地 ， 病 毒 感 染 分 化 细胞 的 
早期 ， 通 过 细胞 受 体 对 病毒 因子 的 识别 快速 地 诱导 干扰 素 反 应 包 9 。RNAi 和 和 干扰 
素 反 应 均 能 够 在 病毒 感染 早期 快速 抑制 病毒 的 感染 与 复制 ， 因 此 ， 以 上 实验 证 据 
暗示 了 它们 两 者 在 胚胎 发 育 前 后 可 能 形成 抗 病毒 功能 分 工 上 的 默契 。 更 加 深入 的 
工作 有 必要 去 验证 胚胎 细胞 感染 病毒 过 程 中 是 否 诱导 强烈 的 RNAi 反应 而 非 干扰 
素 反 应 或 经 典 的 蛋白 质 水 平 免疫 反应 CA 3B) 。 

进一步 地 ， 我 们 推测 : 作为 病毒 防御 策略 ， 干 扰 素 反应 可 能 在 经 典 蛋 白质 
免疫 系统 进化 过 程 中 扮演 重要 角色 ， 它 可 能 是 经 典 蛋 白质 免疫 机 制 与 RNA 沉默 
机 制 在 进化 过 程 中 的 中 间 产 物 。 下 面 列举 了 一 些 实验 证 据 和 理论 推断 来 阐述 我 们 
的 以 上 假设 : 

(1) 作为 原始 的 RNA 水 平 的 监视 机 制 ，RNA 沉默 不 仅 保守 地 存在 于 哺乳 动 
物 细 胞 中 ， 而 且 ， 间 接 的 证 据 表 明 其 可 能 也 是 哺乳 动物 细胞 天 然 的 病毒 防御 策 
略 。 例 如 ， 流 感 病毒 编码 的 E3L Meee aS NS] 蛋白 是 哺乳 动物 抵御 病 
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图 3 兰 椎 动物 中 三 种 病毒 防御 机 制 相对 活性 示意 图 
A. 兰 椎 动物 整体 发 育 过 程 ，B. 痛 椎 动物 胚胎 期 病毒 感染 过 程 ;C. 兰 椎 动物 成 年 期 病毒 感染 
过 程 ，D. 关 椎 动物 成 年 期 病毒 感染 过 程 人 工 诱导 RNAI 


毒 的 第 一 道 防线 “一 一 干扰 素 反 应 的 抑制 因子 ， 恰 巧 的 是 ， 最 近 的 实验 证 明 
E3L 和 NS1 蛋白 也 是 RNA 沉默 机 制 的 抑制 剂 ”  。 这 暗示 ， 对 RNA 沉默 反应 的 
抑制 也 是 动物 病毒 天 生 具 有 的 特征 。 

(2) 经 典 恒 白质 免疫 机 制 是 葫 椎 动物 主要 的 病毒 防御 策略 ;而 RNA 沉默 机 
制作 为 病毒 防御 策略 之 一 似乎 已 经 有 所 退化 ， 因 为 至 今 仍 然 没 有 找到 直接 证 据 证 
明 兰 椎 动物 在 病毒 感染 过 程 中 能 够 天 然 地 诱导 强烈 的 RNAi 反应 。 因 此， 可 以 想 
象 的 是 ，RNA 沉默 的 某 些 局 限 性 可 能 推动 了 更 加 有 效 的 病毒 防御 策略 的 进化 。 
也 已 证 明 ，siRNA 能 够 在 分 化 的 哺乳 动物 细胞 诱导 干扰 素 反 应 “ ， 这 说 明 ， 
siRNA 除了 诱导 对 mRNA 序列 特异 性 的 表达 抑制 之 外 还 有 更 加 广泛 复杂 的 功 
能 。siRNA 十 分 苛 刻 的 序列 和 结构 要 求 可 能 导致 其 抗 病毒 功能 在 进化 过 程 中 被 
逐渐 淘汰 ， 并 且 为 更 加 有 效 的 病毒 防御 策略 〈 例 如 干扰 素 反 应 ) SE HBS 
基础 。 

(3) 从 理论 角度 出 发 ， 进 化 出 一 套 能 够 对 多 种 多 样 的 外 界 物质 起 应 答 的 免疫 
监督 机 制 是 合情合理 的 ， 因 为 这 样 的 免疫 机 制 更 加 有 利于 保护 细胞 。RNAi 的 诱 
导 因 子 siRNA 具有 严格 的 序列 要 求 和 结构 局 限 性 。 与 之 相 比 ， 包 括 糖 蛋白 、 
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CpG 基 序 、 随 机 dsDNA 和 dsRNA 等 大 量 的 外 界 物质 均 能 够 有 效 地 诱导 干扰 素 
反应 。 此 外 ，RNAi 反应 发 生 在 细胞 质 中 ， 而 干扰 素 系 统 和 经 典 蛋 白质 免疫 机 制 
能 够 通过 细胞 膜 受 体 对 外 界 物 质 作 出 识别 ， 这 使 得 免疫 反应 更 加 快速 和 直接 。 

(4) 研究 发 现 ， 在 非 哺乳 类 养 椎 动物 〈 如 鸡 、 鱼 等 ) 中 也 同样 表达 干扰 素 ， 
这 上 暗示， 干扰 素 免疫 机 制 起 源 早 于 经 典 完善 的 蛋白 质 免疫 系统 。Gobel 等 "5 的 
研究 结果 表明 ， 白 介 素 18 〈(IL-18) 能 够 刺激 鸡 的 CD4 十 工 细胞 表达 干扰 素 y。 
因此 ， 他 们 认为 ， 功 能 完善 的 “白介素 18- 干 扰 素 y 系统 ”在 30 一 35 亿 年 前 禽类 
与 哺乳 动物 分 歧 之 前 就 已 经 出 现 了 "] 。 有 趣 的 是 ， 最 近 的 研究 结果 发 现 ， 鱼 类 
感染 GCHV 病毒 过 程 中 产生 了 大 量 的 工 型 干扰 素 5s) 。 

(5) 在 35 亿 人 年 后 的 兰 椎 动物 中 ， 干 扰 素 作 为 经 典 蛋 白质 免疫 系统 的 诱导 因 
子 、 调 节 因 子 以 及 效应 分 子 ， 参 与 并 调控 了 大 量 的 免疫 反应 过 程 5 。 干 扰 素 通 过 
RAE WEAN. NK 细胞 、 树 突 细 胞 以 及 工 细 胞 提高 抗原 递 呈 效率 ， 促 进 细胞 迁 
移 、 细 胞 分 化 与 表达 ， 最 终 增 强 蛋 白质 免疫 系统 的 病毒 防御 功能 。 

(6) 十 分 重要 的 是 ，Sledz 等 5 利用 干扰 素 反 应 缺陷 的 细胞 系 研 究 表明 ， 
RNAi 机 制 与 干扰 素 系 统 之 间 可 以 完全 相互 独立 。 类 似 地 ， 干 扰 素 系 统 与 经 典 蛋 
白质 免疫 系统 之 间 同 样 可 以 独立 工作 而 互 不 影响 。 这 说 明 ， 在 进化 上 ， 干 扰 素 系 
统 可 能 是 一 套 独立 的 病毒 防御 机 制 ， 并 通过 它 使 生物 的 病毒 防御 机 制 从 原始 的 
RNA 沉默 到 高 级 的 蛋白 质 免 疫 之 间 实 现 进化 。 

RNA 沉默 机 制 的 发 现 为 生物 学 研究 提供 了 新 的 技术 方法 。 首 先 ，RNAi 已 
经 发 展 成 为 有 效 的 疾病 治疗 策略 ， 这 归功 于 RNA 沉默 机 制 先天 的 病毒 防御 功 
能 。 其 次 ，RNAi 已 经 成 为 一 种 常用 的 反 向 遗传 学 手段 用 作 基 因 功 能 研究 。 然 
而 ， 要 使 RNAi 技术 能 够 成 功 地 应 用 仍然 必须 解决 一 系列 的 难题 ， 它 们 包括 : 
RNAi 效应 的 稳定 性 、siRNA 的 表达 与 传递 、RNAi 效应 的 系统 化 ， 以 及 了 RNAi 
9 mRNA 的 突变 逃逸 等 。 值 得 庆幸 的 是 ， 近 来 的 研究 表明 ， 这 些 难 题 有 望 得 以 
逐个 解决 5,a6',5l-~s6] 。 

此 外 ，RNA 沉默 机 制 可 能 为 现代 细胞 〈 原 核 细 胞 、 古 细菌 、 真 核 细 胞 ) 的 
进化 研究 提供 一 把 新 的 钥匙 。 科 学 家 们 已 经 发 展 出 了 多 种 关于 细胞 进化 的 理论 模 
型 5 。 具 有 代表 性 的 是 基于 不 同 的 信息 处 理 系 统 (RE. HR. BAAS 
构 和 复制 ) 建立 起 来 的 细胞 进化 模型 ， 信 息 处 理 系统 的 进化 被 认为 是 细胞 的 纵向 
进化 机 制 (vertical evolutionary mechanism) 。 当 生物 学 进入 到 20 世纪 90 年 代 
的 基因 组 时 代 ， 所 谓 的 “横向 基因 迁移 Chorizontal gene transfer，HGT)” 被 认 
为 是 细胞 进化 的 重要 动力 之 一 ， 其 提供 的 进化 力量 不 亚 于 经 典 的 纵向 进化 机 
HY. FATA, RNA 沉默 及 其 有 关 的 细胞 防御 策略 亦 可 能 为 细胞 进化 提供 一 
个 新 的 动力 。 

我 们 的 一 系列 直接 或 间接 的 实验 证 据 发 现 ， 在 生命 进化 过 程 中 ，RNA 沉默 
作为 一 种 天 然 的 病毒 防御 机 制 一 直 延 续 到 哺乳 动物 ， 尽 管 脊 椎 动物 进化 了 一 套 十 
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分 复杂 和 完善 的 蛋白 质 水 平 免疫 机 制 。 我 们 认为 ， 关 椎 动物 干扰 素 系统 可 能 是 
RNA 沉默 到 蛋白 质 免 疫 系统 进化 过 程 中 的 过 渡 免 疫 机 制 ， 它 的 存在 解释 了 RNA 
沉默 作为 病毒 感染 防御 机 制 在 哺乳 动物 中 的 弱化 ， 以 及 蛋白 质 免疫 系统 的 发 展 和 
完善 。 但 是 ， 尽 管 需要 更 多 的 实验 证 据 ， 我 们 认为 ，RNA 沉默 仍然 是 哺乳 动物 
天 然 的 免疫 机 制 ， 并 且 可 能 与 蛋白 质 免 疫 系统 之 间 存 在 协同 合作 关系 ， 形 成 一 个 
从 核酸 水 平 到 蛋白 质 水 平复 杂 的 协作 网 络 。 我 们 还 认为 ， 未 来 的 病毒 防御 策略 应 
该 同时 调动 核酸 水 平和 蛋白 质 水 平 的 免疫 机 制 ， 这 样 才 更 加 合理 和 有 效 。 
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3 siRNA 抑制 HBV 在 HepG2. 2. 15 
细胞 中 的 复制 与 表达 


小 鼠 U6 启 动 子 化 学 合成 与 拼接 。 HBV 8 基因 扩 增 和 测序 


带 U6 启 动 子 的 质粒 pU6 构 建 siRNA 模板 序列 的 化 学 合成 与 拼接 
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SiRNA 表 达 质 粒 S1、S$2 和 $S3 的 构建 
siRNA 表达 质粒 转 染 HepG2.2.15 细 胞 


RT-PCR 检 测 HBV mRNA 表达 量 
ELISA 检 测 细胞 上 清 中 HBV 标 志 性 蛋白 水 平 


HepG2.2.15 细 胞 抗 病毒 效应 


。 05 。 


3.1 引言 


乙 型 肝炎 病毒 (hepatitis B virus, HBV) 感染 是 一 个 严重 的 全 球 性 危害 人 
类 公共 卫生 健康 的 问题 5 -5 ， 据 世界 卫生 组 织 (WHO) 统计 ， 全 世界 约 3. 5 亿 
人 为 慢性 HBV 感染 者 ， 其 中 约 15% 一 25%% 发 展 为 重型 肝炎 、 肝 硬化 和 肝 细 胞 
癌 ， 全 球 每 年 约 有 100 万 人 死 于 HBV 感染 相关 的 肝病 nn 5 。HBV 感染 呈 世 界 性 
流行 ,不同 地 区 HBV 流行 率 差 异 较 大 ,北美 、 西 殉 和 澳大利亚 等 一 般 人 和 群 
HBsAg 流 行 率 <2%，HBV 感染 率 为 二 20%; 中 东 、 印 度 次 大 陆 等 一 般 人 群 
HBsAg 流行 率 为 2% 一 7%，HBYV 感染 率 为 20% 一 60%%; 亚洲 、 次 撒哈拉 非洲 、 
太平 洋 岛屿 等 一 般 人 群 HBsAg fist #>8%, HBV 感染 率 为 之 60% 。 我 国 属 于 
HBV 高 流行 区 ， 一 般 人 群 HBsAg 流行 率 约 为 7% 一 9%， 估 计 有 1. 2 亿 人 为 慢 
性 HBV 感染 。 我 国 乙 型 肝炎 〈hepatitis B, HB) 广泛 流行 ， 严 重 威胁 人 类 生 
命 。 目 前 国际 上 抗 HBV 采用 干扰 索 和 核 苷 类 似 物 ， 这 些 药物 存在 免疫 应 答 率 
低 5~5 ， 毒 副作用 大 2 。 因 此 ， 迫 切 需要 研究 防治 HBV 感染 尚未 解决 的 难题 ， 
寻找 新 的 有 效 的 抗 病毒 防御 策略 。 

RNAi 是 20 世纪 90 年 代 未 发现 的 一 套 转录 后 基因 沉默 机 制 ” ， 是 近年 来 生 
命 科学 中 最 引 人 关 注 的 重大 研究 进展 。2006 年 Fire 和 Mello 由 于 发 现 RNAi 的 
章 越 贡献 获得 诺 贝 尔 生理 学 或 医学 奖 。 诱 发 RNAi 的 最 关键 分 子 是 长 度 为 19 一 
27 (RK RAV) FE RNA (small interfering RNA，siRNA) ， 它 由 一 系列 蛋白 
复合 体 介 导 ， 对 与 之 具有 序列 同 源 性 的 基因 在 转录 、 转 录 后 、 翻 译 等 水 平 进 行 表 
Ie. TWA, RNAi 是 主要 的 病毒 防御 机 制 252 ;而且 RNAi 分 子 机 
制 在 哺乳 动物 中 也 是 保守 的 0 。 由 于 RNAi 反应 的 快速 性 和 特异 性 ， 可 能 弥 
补 目前 已 有 的 病毒 感染 防御 手段 的 不 足 。siRNA 可 以 由 细胞 内 源 性 产生 ， 或 者 
外 源 性 由 病毒 感染 、 转 座 子 侵 和 人 或 质粒 转 染 表达 "4 。 目 前 ，RNAi 的 分 子 机 制 
与 功能 仍 有 待 更 加 细致 地 前 明 ， 但 作为 一 种 反 向 遗传 学 手段 已 在 基因 功能 研究 中 
广泛 应 用 ， 并 已 作为 一 种 治疗 手段 应 用 于 人 类 抵抗 重大 病毒 性 传染 病 的 研究 。 

HBV 是 嗜 肝 DNA 病毒 科 (Hepadnaviriade) 正 嗜 肝 DNA 3838) (Ortho- 
hepadnavirus), HBV 基因 组 由 不 完全 双 链 环 状 DNA 组 成 ， 长 链 【〈 负 链 ) 全 长 
约 3200 bp， 短 链 〈 正 链 ) 长 度 可 变 ， 约 为 长 链 的 50% 一 80% 。 正 、 负 链 起 始 的 
250 个 核 苷 酸 是 互补 的 ， 即 为 黏 性 未 端 ， 其 为 HBV DNA 分 子 成 环 及 复制 的 关键 
位 点 9 HBV 基因 组 有 以 下 特点 : @HBV DNA 负 链 中 各 个 可 读 框 〈open 
reading frame，ORF) 均 为 病毒 抗原 蛋白 编码 序列 ， 基 因 组 中 的 顺 式 元 件 包括 4 
个 启动 子 和 2 个 增强 子 都 处 于 个 编码 区 内 ， 这 4 个 启动 子 分别 对 基因 组 C 及 pre- 
C、S 蛋 白 、X 和 蛋白 的 mRNA 起 调控 作用 ， 增 强 子 1 位 于 X ZEA ED, Hak C、 
S、X 基因 的 转录 。 增 强 子 2 位 于 增强 子 1 下游 600 bp 的 位 置 ， 由 148 RAR 
组 成 ， 能 激活 全 长 基因 组 转录 启动 子 和 C 启动 子 的 转录 。@OHBV 基 因 组 结构 紧 
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Re, HSA HABE, HH 已 基因 完全 与 S RpreS HAS, X 基因 和 与 
其 部 分 重 和 至 ， 这 使 HBV 基因 组 能 充分 利用 其 有 限 的 长 度 ， 提 高 病毒 的 编码 效 
率 。@ 不 同 毒 株 间 的 HBV 基因 组 存在 多 态 性 ， 是 变异 频率 较 高 的 DNA 病毒 。 

HBV 基因 组 至 少 有 4 个 ORF, Falah S.C. PAIX HA. SRA 3 
种 长 短 不 同 的 S、pre-Sl 和 pre-S2 表面 抗原 多 肽 ; C 基因 编码 病毒 的 核心 抗原 
HBcAg 及 HBeAg; 己基 因 编 码 病毒 DNA 聚合 酶 ，X 基因 编码 154 个 氨基 酸 残 
基 上 且 具 有 转录 激活 作用 的 蛋白 "7 。 

S 可 读 框 包括 preS1 K. preS2 KA SK. HS Rate 226 个 氨基 酸 残 
基 组 成 的 蛋白 质 成 分 为 小 蛋白 ， 是 乙 型 肝炎 病毒 表面 抗原 的 主要 组 成 部 分 。zre- 
S2 蛋白 和 SS 蛋白 共同 构成 的 由 281 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 蛋白 质 为 中 蛋白 。 由 
preSl. preS2 和 SS 区 共同 编码 的 389 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 蛋 日 质 为 大 蛋白 。 
三 种 编码 产物 不 仅 参 与 完整 的 HBV Dane 颗粒 装配 ， 而 且 还 可 以 组 装 成 直径 为 
22 nm 的 球形 颗粒 及 管 型 颗粒 ， 并 大 量 存在 于 HBV RRA APO. 
HBsAg 主 要 亚 型 是 adw、adr、ayvw 和 ayr。 

C 基因 是 HBV 基因 组 中 另 一 个 重要 的 可 读 框 。C 基因 可 分 为 are-C 区 和 C 
KREBS, preC 区 编码 一 段 29 个 氨基 酸 组 成 的 preC 蛋白 ，C 区 编码 由 183 个 
氨基 酸 残 基 组 成 的 C 蛋白 ， 又 称 乙 型 肝炎 病毒 核心 蛋白 〈hepatitis B core virus, 
HBcAg) 。 而 整个 C 基因 ， 则 编码 由 212 个 氨基 酸 组 成 的 一 种 多 肽 ， 即 乙 型 肝炎 
病毒 e 抗 原 (hepatitis Be virus，HBeAg) 。 尽 管 这 两 种 蛋白 质 抗 原 大 部 分 氨基 
酸 序列 相同 ， 但 各 有 特异 性 抗原 表 位 并 可 诱导 机 体 产生 HBc 抗体 和 HBe 抗体 。 

己基 因 是 HBV DNA 中 最 大 的 一 个 可 读 框 ， 总 长 为 2532 个 核 苷 酸 ， 编 码 乙 
型 肝炎 病毒 反 转 录 酶 /DNA RAM. RNA 酶 H 等 ， 参 与 HBV 的 复制 。 也 是 
HBV 的 一 种 重要 结构 和 蛋白。 病毒 DNA 多 聚 酶 为 内 源 性 的 ， 可 以 修补 病毒 基因 
组 形成 完整 的 双 链 DNA， 并 且 其 具有 强大 的 反 转 录 活 性 5 ， 这 与 HBV 的 自我 
复制 能 力 有 关 。 

X 基因 是 HBV DNA 中 最 小 的 一 个 可 读 框 ， 位 于 1374 一 1838 nt Vial, HAG 
码 X 蛋 白 ， 或 称 为 乙 型 肝炎 病毒 X HR (HBxAg)， 由 145 一 154 个 氨基 酸 组 
成 。X 蛋白 可 能 与 肝 瘤 的 发 生发 展 有 关 ， 近 年 发 现 其 与 HBV DNA 的 表达 调控 
等 有 较 密 切 的 关系 已] 。 

在 本 项 工作 中 ， 由 于 S 基因 是 HBV 的 主要 抗原 蛋白 ， 与 病毒 感染 细胞 过 程 
高 度 相 关 ， 介 导 病 毒 进 入 细胞 并 在 病毒 生活 周期 中 起 着 关键 作用 。 我 们 利用 以 质 
粒 为 载体 的 RNAi 技术 ， 在 HepG2. 2. 15 细胞 中 探讨 了 靶 向 HBV S 基因 的 两 个 
siRNA 的 抗 病毒 活性 。 
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3.2 实验 材料 
3.2.1 ah, mee 


(1) 细胞 

HepG2. 2.15 细胞 ， 于 DMEM 培养 基 〈 含 10% 胎 牛 血清 ，200 pg/ml 
G418, pH 7.4) 37°C, 5%CO, elt FBR. 

(2) 病毒 

HBV ##k, HBV/U95551 (ayw) 来 源 于 HepG2. 2.15 细胞 2 (GenBank 
登录 号 U95551) 。 


3.2.2 : 质 将 及 菌株 


(1) 质粒 

pCDNA3. 1B (—) (Invitrogen, Groningen, The Netherlands); pMD 18-T 
(CTaKaRa，Kyoto，Japan)， 由 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 室 保存 。 

(2) 菌株 

Kit (Escherichia coli, E.coli) TG] 菌株 {supE hsd As5 thiA (lac- 
proAB) F’ [traD36proAB+laclq lacZ A M15]}) ， 由 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重 
点 实验 室 保存 。 


3.2.3 主要 试剂 


C1) 生化 酶 试剂 

限制 性 内 切 核 酸 酶 : NdeI, EcoRI, HindIII, Xhol, BamHI, T4 连接 酶 
(T4 ligase), T4 多 核 苷 酸 激酶 (T4PNK) & ADNA/HindllI marker 等 均 购 自 
NEB 公司 。 

(2) 试剂 盒 

PCR 试剂 盒 和 一 步 法 RT-PCR 试剂 盒 〈Gibco-BRL) ， 均 购 自 Gibco-BRL 公 
Al; 柱 离心 式 胶 回 收 试剂 盒 和 PCR 产物 纯化 试剂 盒 〈UltraPure') 购 自 上 海 赛 
百盛 基因 技术 有 限 公 司 ; B 型 质粒 小 量 快速 提取 试剂 盒 〈(B Type: Mini-Plasmid 
Rapid Isolation Kit) 和 也 型 小 量 DNA 片段 快速 胶 回 收 试剂 盒 〈B Type: Mini- 
DNA Rapid Purification Kit) 购 自 上 海 博 大 泰克 生物 有 限 公 司 。 

(3) 总 RNA 抽 提 试剂 

TRIzol 试剂 ， 购 自 Gibco-BRL 公司 。 

(4) HepG2. 2. 15 细胞 转 染 试剂 

Lipofectamin™ 2000， 购 自 Invitrogen 公司 。 
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(5) LB 培养 基 

LB 液体 培养 基 : 1% HEAR. 0.5% 酵母 粉 、1% NaCl, pH 7.0 

LB 固体 培养 基 : 1% HEAR. 0.5% 酵母 粉 、1% NaCl、2% 琼脂 糖 ，pH 7. 0。 
(6) 碱 裂 解法 抽 提 质粒 主要 溶液 

| 溶液 I (50 mmol/L 葡萄 糖 、25 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L EDTA, 
| pH 8.0) 

| 溶液 II (0. 2 mol/L NaOH, 1% SDS) 

3 a III (3 mol/L KAc, FAK Z. PRA pH 4. 8) 


a LiCl 

氯仿 : 异 戊 醇 (24: 1) (V/V) 

酚 AU : 异 戊 醇 〈25 : 24 : 1) (V/V/V) 

75 为 的 无 水 乙醇 

3 mol/L NaAc (pH 4. 8) 

TE (10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8. 0) 
BRA (Amp) (100 mg/ml) 

0. 1 mol/L CaCl, 

TAE (40 mmol/L Tris- 乙 酸 、1 mmol/L EDTA, pH 8.0), 


3.2.4 主要 仪器 


PE 公司 9600 型 PCR 仪 、 奥 林 巴 斯 (Olympus) BH-2 荧光 显微镜 、 尼 康 
(Nikon) E950 数码 照相 机 、Eppendorf 高 速 离心 机 、H6-1 微型 电泳 槽 、Bio- 
Rad 一 次 性 族 胶 成 像 仪 、 孵 育 箱 等 。 


5 51% 


(1) HBV S 基因 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 的 HBV/U95551 毒 株 序 列 〈 登 录 号 U95551) 设计 ， 并 
化 学 合成 扩 增 S 基因 的 引物 如 下 : 

正 链 引物 Pl: 5'-GCAAGCTTATGCAGTGGAACTCCACAAC-3’ (3079~ 
3098 nt) 

负 链 引物 P2: 5'-CGGGATCCTCAAATGTATACCCAAAGAC  -3' (709~690 nt) 

扩 增 长 度 约 846 bp。 引 物 两 端 分 别 引入 HindIIl 和 BamHI 酶 切 位 点 。 
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(2) 小 鼠 U6 启动 子 基 因 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 的 小 鼠 U6 启动 子 基因 序列 〈 登 录 号 X06980) 设计 并 化 
学 合成 引物 如 下 〈 画 线 部 分 为 Us 启动 子 基 因 匹配 序 列 ) : 

正 链 引物 P3: 5'-GGAATTCCATATGGATCCGACGCCGCCA-3' 

负 链 引物 P4: 5'-GGCCGGAATTCAAACAAGGCTTTTCTCC-3’ 

(3) S 基因 实时 荧光 定量 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 的 HBV/U95551 毒 株 序 列 〈 登 录 号 U95551) 设计 ， 并 
化 学 合成 扩 增 S 基因 的 引物 如 下 : 

正 链 引 物 P5: 5'-CAACTTGTCCTGGTTATCGC-3’ (356~375 nt) 

负 链 引物 P6: 5'-AAGCCCTACGAACCACTGAA-3' (714~695 nt) 

(4) 人 Bactin 基因 实时 效 光 定量 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 人 Bactin 序列 〈 登 录 号 AK225414) 设计 并 化 学 合成 引 
物 如 下 : 

正 链 引物 P7: 5'-GGCTACAGCTTCACCACCAC-3’ (637~656 nt) 

负 链 引物 P8: 5'-GCACTGTGTTGGCGTACAGG-3' (814~795 nt) 


3.3 实验 方法 
3.3.1 HBV 毒 株 HBV/U95551 基因 组 DNA 抽 提 
3.3.1.1 实验 耗材 准备 


玻璃 和 塑料 制品 用 0. 1% 焦 碳酸 二 乙 酯 (DEPC) (FR MilliQ 水 配制 ) 于 
37C 浸 泡 过 夜 。 然 后 ， 玻 璃 制品 于 180C 干 烤 4 h; 塑料 制品 高 压 C1. 034 x 10° 
Pa) 30 min, 65°CHE+., 


3.3.1.2 HBV DNA 抽 提 


取 从 培养 瓶 消 化 下 来 的 HepG2. 2. 15 细胞 200 pl, DNA 2.5 mg/ml 的 蛋白 酶 
K 及 裂 合 酶 [10 mmol/] Tris-HCl (pH 8.0), 5 mmol/L 乙 二 腕 四 乙酸 
(EDTA), ，0. 5% 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) ]， 置 于 37C 水 浴 3 h， 混 合 液 经 酚 : 氯仿 
300 由 等 体积 混合 后 ，4C，12 000 r/min, Bt 5 min; 用 无 水 乙醇 沉淀 2 h， 
12 000 rmin， 离 心 15 min; 75%% 乙 醇 洗 涤 一 次 ， 离 心 后 加 入 20 由 灭 菌 双 蒸 水 ， 
一 20C 保 存 。 
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3.3.2 HBV S 基 因 的 扩 增 及 产物 纯化 
3.3.2.1 PCR 扩 增 HBV 全 长 S 基因 


PCR 扩 增 5 : 在 0.2ml 的 Eppendorf 管 中 ， 依 次 加 入 10 X 缓 冲 液 5 pl, 
8mmol/ L MgSO, 4 pl . 3/4 P1/P2 41 pl, 10 mmol/L dNTP 1 pl. #4 DNA 
(从 HepG2. 2. 15 细胞 中 抽 提 的 HBV DNA) 2 pl, 1 U/pl Taq 酶 1 pl, IIH 
水 至 总 体积 为 50 pl. HAWS. BF PCR 扩 增 仪 进行 PCR RM. WH PCR 
反应 参数 为 : 94C 预 变性 5 min，94C 变 性 1 min, 55°C HE 1 min, 72°C 延伸 1 
min， 共 30 个 循环 ， 最 后 72C 再 延伸 10 min, 


3.3.2.2 PCR 产物 纯化 


按 试 剂 盒 说 明 书 进行 。 

(1) 将 0.4 ml 纯化 树脂 〈 使 用 前 充分 混 义 ) 装 人 离心 纯化 柱 然后 加 入 50 一 
100 pl TA RRA PCR 反应 液 ， 颠 倒 混 匀 后 静 置 3 min。13 000 r/min 离心 30 s, 
倒 掉 收集 管 中 的 废 液 。 

(2) 加 入 500 pl 80% AR (或 乙醇 )，13 000 r/min 离心 30 s， 倒 掉 收 集 
管 中 的 废 液 。 

(3) 重复 步骤 (2) 一 次 ， 但 在 重复 步骤 中 13 000 r/min 离心 2 min, FH 
将 异 两 醇 或 乙醇 ) 除 尽 。 如 果 纯 化 柱 上 还 残留 有 液体 ， 将 收集 管 中 废 液 倒 掉 后 
再 离心 1 min。 

(4) 将 纯化 柱 套 人 干净 的 1.5 ml 离心 管 中 ， 加 入 适量 (20~50 pb 的 超 纯 
水 或 TE 缓冲 液 “〈 若 用 于 测序 ， 则 加 超 纯 水 ) 于 纯化 树脂 上 ， 不 能 粘 在 管 壁 上 。 
37C 放 置 5 min 后 ，13 000 r/min 离心 1 min 收集 PCR 产物 样品 。 

(5) 取 少 量 体 积 的 收集 样品 ， 经 0. 8% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 纯 化 效率 。 


3.3.3 )R U6 启动 子 化 学 合成 、 拼 接 与 扩 增 
3.3.3.1 化 学 合成 


小 鼠 U6 启动 子 基因 全 长 315 bp， 将 其 正 负 链 分 别 分 成 6 个 DNA 片段 进行 
合成 ， 每 个 片段 分 割 点 的 选择 原则 是 : 使 该 片段 与 其 互补 片段 序列 匹配 后 〈 如 片 
Bol 与 片段 7) 产生 一 个 长 度 为 12 nt 的 黏 性 未 端 〈 图 1) 。 此 外 ， 为 了 方便 克隆 ， 
在 启动 子 的 两 端 通过 PCR 分 别 加 上 Ndel 和 EcoRI 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 位 点 。 
各 个 片段 序列 如 下 : 

片段 1: 5-GATOOGAOGOOGOCATCTCTAGGOCOGOGOOGGOCOCOCTOGCACA-3/ 

片段 2; 5'-GACTTGTGGGAGAAGCTCGGCTACTCCCCTGCOCCGGTTAATTT 

we Yi 


GCATATAATA-3’ 

HE 3. 5'-TTTCCTAGTAACTATAGAGGCTTAATGTGCGATAAAAG 
ACAGATAATCIGT ICT-# 

HE 4, 5'-TTTTAATACTAGCTACATTTTACATGATAGGCT PGGAT 
TTCTATAAGAGATACA-3’ 

Be 5: 5'-AATACTAAATTATTATTTTAAAAAACAGCACAAAAGG 
AAACTCACCCTAACTGT-3’ 

HE 6: 5'’-AAAGTAATTGTGTGTTTTGAGACTATAAATATCCCTTG 
GAGAAAAGCCTTGTTT-3' 

片段 7: 5'-CTCCCACAAGTCTGTGCGAGGGGGCCGGCGCGGGC 
CTAGAGATGGGGCCGTCGGATC-3’ 

PEE 8: 5'’-GTTACTAGGAAATATTATATGCAAATTAACCGGGGCAG 
GGGAGTAGCCGAGCTT-3’ 

BER 9: 5'-CTAGTATTAAAAAGAACATAGTATCTGTCTTTTATCGC 
ACATTAAGCCTCTATA-3’ 

FEE 10. 5'/-TAATTTAGTATTTGTATCTCTTATAGABATEGHAGGeT 
ATCATGTAAAATGTAG-3’ 

HEE 11. 5’-CACAATTACTTTACAGTTAGGGTGAGTTTICC EPS fanG 
CTGTTTTTTAAAATAA-3’ 

rE 12: 5'’-AAACAAGGCTTTTCTCCAAGGGATATTTATAGTCTCAA 


AAGA-3' 
fs 片段 | 片段 2 | 片段 3 | Kea | RES | 片段 6 ie 
片段 | KES | 片段 9 | 片段 10 | 片段 11 | 片段 12 


图 1 小 鼠 U6 启动 子 分 段 化 学 合成 示意 图 


3.3.3.2 化 学 合成 DNA 片段 的 拼接 
1) DNA 片段 的 5 磷酸 化 


将 合成 的 DNA 片段 用 双 薰 水 溶解 至 0.5 pg/ 由 ,各 取 1 pl DNA HME 
1. 5 ml 离心 管 中 进行 5 磷酸 化 反应 。 试 剂 如 下 依次 加 入 : 
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双 蒸 水 18 ul 


10XT4 PNK 缓冲 液 4 yl 
ATP (2 mmol/L) 4 pl 
DNA 片段 1 pl (0.5 pg) X12 
T4 PNK 2 pl 
总 体积 40 pl 


轻 轻 混 匀 反应 体系 ， 稍 离心 后 ， 置 于 37 水 浴 2 h。 
2) RBA, Mi 


(1) 往 磷 酸化 反应 管 中 加 入 4 pl NaCl (1 mol/L) 溶液 ， 然 后 轻 轻 在 液体 表 
面 滴 上 石蜡 油 。 直 至 铺 满 液 体 表 面 。 

(2) 100 CC 水 浴 1 min， 自 然 冷 却 至 室温 。 

(3) 小 心 吸 去 大 部 分 石蜡 油 ， 然 后 轻 轻 加 入 少量 的 乙醚 抽 提 残留 石蜡 油 。 最 
后 让 残留 乙醚 自然 挥发 ， 直 至 无 味 。 

(4) 加 入 1/10 体积 0.1 mol/L MgCl,, 1/10 体积 -3 mol/L NaAc (pH 
5.2), WU 2 FARR IOK CR. HRD oKA Mat 1 h。15 000 r/min 离心 15 min, 
弃 去 液体 保留 沉淀 部 分 。 

(5) 加 入 500 pl 70% 乙 醇 溶 液 ， 轻 轻 润 洗 ，15 000 r/min 离心 1 min， 弃 去 乙 
醇 液体 。 重 复 洗涤 一 次 。 在 重复 过 程 中 ，15 000 rmin 离心 1 mn 弃 去 乙醇 液体 后 ， 
再 次 用 离心 机 将 残留 液体 轻 轻 甩 至 离心 管 底 部 ， 最 后 用 微量 移 液 器 将 其 小 心 吸 去 。 

(6) 将 离心 管 置 于 37 恒 温 箱 或 室温 自然 晾 干 ,用 20 pl TE RMA 
解 ， 储 存 于 一 20 “CUKAA AA. 


3) 连接 
吸取 5 pl 样品 用 于 连接 反应 ， 依 次 加 入 试剂 如 下 : 


MAK 18 pl 
1OXT4 连接 酶 缓冲 液 3 ul 
ATP (10 mmol/L) 3 pl 
DNA 样品 5 yl 
T4 连接 酶 〈5 U/p) 1 pl 
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轻 轻 混 匀 反应 体系 ， 稍 离心 后 ， 置 于 16 CHEK. 
3.3.3.3 小 鼠 U6 启动 子 基 因 PCR 扩 增 
吸取 2 岂 以 上 连接 液 用 于 U6 启动 子 序列 的 扩 增 ，PCR 体系 依次 加 入 如 下 : 


双 蒸 水 33.5 pl 
10X Rp mR 5 pl 
连接 液 2 pl 

正 链 引物 P3 2 pl (50 pmol) 
负 链 引物 PA 2 pl (50 pmol) 
dNTP (2 mmol/L) 5 ul 

pfu 聚合 酶 0.5 pl 

总 体积 50 pl 


轻 轻 混 匀 反应 体系 ， 稍 离心 后 ， 按 下 列 程序 进行 PCR 反应 : 
了 
个 循环 一 ~72 °C, 10 min, 


3.3.3.4 PCR 产物 纯化 
纯化 步骤 见 3. 3. 2. 2。 


3. 3.4 质粒 构建 
3.3.4.1 pU6 
构建 流程 如 图 2 所 示 。 

1) pCDNA3. 1B (—) 载体 双 酶 切 
双 蒸 水 30 pl 
NEB 缓冲 液 4 4 yl 
pCDNA3. 1B (—) 4 pl (0.5 pg) 
Ndel (5 U/pl 1 pl 
EcoRI (5 U/pl) 1 yl 
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Amp 


BGH 
pCDNA3.1B(-) 


EcoRI 


图 2 带 有 小 鼠 U6 启动 子 的 质粒 pU6 构建 流程 示意 图 
pCMV, CMV 启动 子 ，pU6， 小 鼠 Us 启动 子 


2) U6 启动 子 基 因 双 酶 切 


双 蒸 水 29 yl 
NEB 缓冲 液 4 44 yl 
U6 启动 子 基因 5 pl ( 约 1 pg) 
Ndel (5 U/yl) Lad 
EcoRI (5 U/pl) ii 
总 体积 40 pl 


3) 酶 切 样品 和 胶 回 收 
(1) 将 上 述 酶 切 样品 分 别 进 行 琼脂 糖 凝 胶 〈0.8%) 电泳 ， 分 别 切 下 含 基 因 
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条 带 的 凝 胶 块 〈 尽 量 切除 不 含 DNA 的 凝 胶 ) ， 装 和 1.5 ml 离心 管 中 ， 称 重 。 

(2) 200~400 mg 琼脂 糖 凝 胶 中 加 入 0.4 ml 纯化 树脂 〈 使 用 前 充分 混 匀 ) 
(对 于 超过 2%% 高 浓度 的 琼脂 糖 凝 胶 ， 每 200 mg 中 需 加 入 0.5 ml 纯化 树脂 )， 
70C 水 浴 5 一 10 min， 每 2 min 颠倒 混 匀 1 次 ， 使 琼脂 糖 凝 胶 完全 融化 。 

(3) 将 混合 液 装 入 离心 纯化 柱 ，13 000 r/min 离心 30 s， 倒 掉 收 集 管 中 的 

(4) 加 入 0.5 ml 80%: ARE 〈 或 乙醇 ) 13 000 r/min 离心 30 s， 倒 掉 收 集 
管 中 的 废 液 。 重 复 洗涤 一 次 。 在 重复 过 程 中 ，13 000 r/min 离心 1 min 弃 去 异 两 
醇 或 乙醇 ) 后 ， 再 次 离心 15 s 确保 纯化 柱 底 端 不 留 有 液体 。 

(5) 将 纯化 柱 套 人 干净 的 1. 5 ml 离心 管 中 ， 加 入 30 pl TE 缓冲 液 于 纯化 树 
脂 中 央 ， 不 能 粘 在 管 壁 上 。37C 放 置 5 min 后 ，13 000 r/min 离心 1 min 收集 酶 
切 产 物 ， 储 存 于 一 20C 冰 箱 备 用 。 


4) 连接 


分 别 吸取 适当 体积 〈 通 常 载体 与 目的 基因 分 子 拷贝 数 比 约 3 : 1) 的 酶 切 回 
收 样品 进行 连接 反应 ， 体 系 如 下 : 


MAK 9 pl 
T4 连接 酶 缓冲 液 3 pl 
ATP (10 mmol/L) 2 ul 
pCDNA3. 1B (一 ) 10 pl 
Us 局 动 子 基因 5 pl 
T4 连接 酶 (5 U/pl 1 pl 
总 体积 30 pl 


轻 轻 混 匀 反应 体系 ， 稍 离心 后 ， 置 于 16C 连 接 过 夜 。 


3.3.4.2 siRNA 表达 载体 S1、S2 和 S3 的 构建 
1) siRNA 表达 模板 的 设计 


siRNA 表达 模板 的 设计 参照 Sui 等 工作， 采用 反 向 重复 结构 ， 中 间 以 
Xhol 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 序列 作为 链接 便于 克隆 鉴定 ， 重 复 结构 末端 加 入 5 
个 胸腺 喀 啶 (TS) 作为 U6 启动 子 的 转录 终止 信号 〈 图 3) 。 该 模板 克隆 到 pU6 
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载体 中 ， 经 U6 启动 子 转 录 获 得 ssRNA, MPABM shRNA, FF EMMA 
Dicer 酶 剪 切 最 终 获 得 目的 siRNA. 


EcoRI Xhol Hindi 


M | 
U6 OF EMA CTCGAG 反 向 插 和 人 


琐 期 shRNA ET 


图 3 siRNA 表达 模板 设计 示意 图 


2) siRNA 表达 模板 的 化 学 合成 与 拼接 


siRNA 表达 模板 的 化 学 合成 策略 与 U6 启动 子 一 致 ， 即 采取 正 负 链 分 段 合 
成 ， 并 在 模板 序列 的 两 端 分 别 加 上 EcoRI 和 HindIII 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 
点 ， 而 后 磷酸 化 、 双 链 复 性 互补 、 连 接 。 具 体 步 又 略 。 各 个 siRNA 表达 模板 序 
列 如 下 : 
(1) Sl; (221~241 nt) 
Meets AATCC. TGA ‘CAA GAA TCC “TCA “CAA “TAC C-3’ 
A2 5'-TCGAG GTA ~* TTG TGA GGA TTC TTG TCA 
TTTTT A-3’ 
A3 5'-G ACT GTT CTT AGG AGT GTT ATG GAGCT-3' 
A) 5-C MGAT AAC ACT CCT AAG» AAC “AGT AAAAA 
TTCGA-3’ 
#0 [a] HBV S 基因 的 第 221~241 位 核 苷 酸 ， 预 计 表 达 长 度 为 21 bp 的 shRNA. 
(2) S2: (421~441 nt) 
By S-AATTG “CTA TGC CTC ATC TIC TIG TIe*c?’ 
B2 5-TOGAG CAA CAA GAA GAT GAG GCA TAG TITIT 
A-3' . 
B3 5'--G GAT ACG GAG TAG AAG AAC AAC GAGCT-3’ 
SECM GTT LGTT CTT CTA). CTC CGR ATC Y ANAAA 
TTCGA-3’ 
#0 [mn] HBV S 基因 的 第 421~441 位 核 苷 酸 ， 预 计 表 达 长 度 为 21 bp 的 shRNA. 
Gas3 
Cr 5-AATTC. GAT ‘CTT “CAT AGC) "TGA .CTA GET (C3’ 
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©2115’ TCGAG AGC?) TAGS TCA ''GCT “ATE DANE AEE 
TITTT A-3’ 
C3 5'-G CTA GAA’ GTA TCG ACT GAT CGA) Gane 
C4 5-C TCG’ ATC "AGT CGA. TAC: TIGY AAG 
TTCGA-3' 
随机 设计 该 模板 序列 ，GC 含量 与 S1 和 S2 一 致 ， 预 计 表 达 长 度 为 21 bp 的 
对 照 组 shRNA， 并 且 在 5 端 和 3 端 分 别 引 入 不 完整 的 EcoRI 与 HizdIII 酶 切 位 
点 ， 在 正 反 向 序列 之 间 引 入 Xhol 酶 切 位 点 。 


3) pU6 和 siRNA 模板 序列 双 酶 切 及 连接 
反应 体系 参见 3. 3. 4. 1。 

3. 3.5 重组 质粒 的 克隆 及 鉴定 

3.3.5.1 大 肠 杆 菌 感受 态 细胞 的 制备 


(1) 将 大 肠 杆菌 TG] 接种 于 LB 平 板 ，37C 培 养 过 夜 。 

(2) 挑 单 菌落 于 25 ml LB 液体 培养 基 中 ， 置 37C 240 r/min BK, 
FEB OD600 24) 0. 2 一 0. 4。 

(3) 将 菌 液 倒 人 离心 管 中 ， 冰 浴 10 min 后 ， 于 4C 以 5000 r/min 离心 
10 min, 

(4) FEW. DNA 10 ml 用 冰 预 冷 的 0.9% NaCl 溶液 ， 洗 涤 菌 液 1 次 。 

(5) 弃 NaCl 溶 液 ， 吸 尽 残留 液体 ， 加 入 10 ml 用 冰 预 冷 的 0. 1 mol/L CaCl, 
溶液 ， 悬浮 细菌 ， 冰 浴 20 min。 

(6) 于 4C 以 5000 r/min 离心 10 min, 

(7) 弃 上 清 ， 加 入 1 ml 0. 1 mol/L CaCl 溶液 悬浮 细菌 ， 分 装 成 100 pl BE 
于 冰 上 以 备 24 h 内 使 用 〈 长 期 使 用 ， 可 加 入 冰 预 冷 的 甘油 至 lO“, TRAE 
—70°C UK FA) 。 


3.3.5.2 重组 质粒 的 转化 


(1) 将 连接 液 置 65 水 浴 15 min, 

(2) 于 干净 的 Eppendorf 离心 管 中 ， 加 入 100 pl 制备 好 的 感受 态 细胞 ， 再 加 
和 15 pl 连接 液 ， 同 时 设立 仅 加 受 体 菌 和 加 了 受 体 菌 与 空白 载体 的 对 照 组 。 

(3) 小 心 混 匀 各 管 ， UK 1h, 其 间 轻 弹 2 一 3 次 。 

(4) 置 42C 水 浴 90~120 s 后 ， 冰 浴 2 min, 

(5) 每 管 加 900 pl 37"C 预 热 的 LB 培养 基 ， 置 37C 摇 床 ，200 r/min, 45 min, 
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(6) 5000 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 。 

(7) 每 管 加 入 100 pl 37Y 预 热 的 LB FRE, BPA. 

(8) 将 各 组 菌 液 涂 布 在 含有 100 pg/ml Amp, X-gal 及 IPTG 的 LB 平 板 中 ， 
转化 组 以 50 每 下 及 150 则 每 下 两 个 浓度 涂 布 ， 对 照 组 仅 涂 布 一 严 。 

(9) 室温 放置 30 min 后 ，37 人 培养 12 一 16 h。 


3.3.5.3 质粒 的 小 量 抽 提 


(1) 挑 取 单个 菌落 于 5 ml 含有 100 pg/ml Amp 的 LB 培养 基 中 ，37 尼 摇 床 ， 
250 r/min 培养 12 h。 

(2) 收集 菌 液 ， 冰 浴 5 min, 5000 r/min 离心 5 min, 

(3) 弃 上 清 ， 加 400 pl AURA HAM I, tea. 

(4) 加 入 800 pl 新 配制 的 溶液 BRR. vk 5 min, 

(5) 加 入 600 各 用 冰 预 冷 的 溶液 II， 略 振 荣 混 义 ， 订 浴 5 min, 

(6) 15 000 r/min 离心 10 min, 

(7) BLEW, 010.8 FARNFRAB, 19, Sia B 15 min 后 ，15 000 r/ 
min 离心 15 min, 

(8) FLW. WEA 70% 乙 醇 洗 涤 IK, SRT. 

(9) 用 400 pl IE 溶解 沉淀 ， 加 入 等 体积 mol/L LiCl, BA, KY 
20 min, 

(10) 15 000 r/min 离心 10 min, 

Ql) REZ. M#SARRAB. 1S, SY 15 min 后 ，15 000 r/min 
心 10 min, 

(12) 弃 上 清 ， 沉 淀 用 70% CBRL K, SAF. 

(13) 用 0.5 ml TE Ape. MA RNase 至 终 浓度 50 pg/ml, B 55°C KH 
30 min, 

(14) 加 等 体积 酚 : 氯仿 : 异 戊 醇 (25 : 24:1) (V/V/AV) AG: BRE 
(24:1) (V/V) 各 抽 提 1 次 。 

(15) 取 上 层 水 相 ， 加 1/10 倍 体积 的 3 mol/L NaAc (pH 5. 2)，2 倍 体积 的 
TOK ZRF, JRA. VK 30 min, 

(16) 15 000 r/min 离心 15 min， 弃 上 清 ， 用 70% 乙 醇 洗 涤 沉 淀 1 次。 

17) 弃 乙 醇 ， 吸 尽 残 留 液体 ， 室 温 晾 干 10 min， 用 20 pl TE RAR. 


3.3.5.4 重组 质粒 鉴定 
1) 酶 切 鉴定 


C1) 单 酶 切 鉴定 : 选取 目的 基因 内 存在 的 一 个 或 多 个 特征 性 限制 性 内 切 核酸 
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酶 识别 位 点 〈 若 无 特征 性 识别 位 点 ， 单 酶 切 鉴定 过 程 通常 略 )， 并 以 该 限制 性 内 
切 核酸 酶 对 重组 质粒 进行 单 酶 切 反 应 ， 同 时 设立 空 载体 酶 切 对 照 。 酶 切 体系 通过 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 ， 若 电泳 条 带 单 一 ， 且 大 小 符合 ， 表 明 该 质粒 克隆 为 阳性 ， 否 
则 为 阴性 。 酶 切 体系 见 3.3.4.1, 

(2) WHA: 该 鉴定 程序 通常 选用 克隆 目的 基因 时 采用 的 两 个 酶 切 位 点 
( 若 克 隆 目 的 基因 时 仅 采 用 同一 个 酶 切 位 点 ， 可 另外 选用 目的 基因 内 的 一 个 特征 
性 限制 酶 识别 位 点 ) ， 并 以 该 限制 酶 对 重组 质粒 进行 双 酶 切 反 应 ， 同 时 设立 空 载 
体 酶 切 对 照 。 酶 切 体 系 通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 ， 若 同时 出 现 与 目的 基因 大 小 一 臻 
的 电泳 条 带 以 及 空 载体 电泳 条 带 ， 表 明 该 质粒 克隆 为 阳性 ， 否 则 为 阴性 。 酶 切 体 
Ea) hee 


2) RCR 大 十 


设计 并 化 学 合成 与 目的 基因 两 端 匹 配 ， 或 与 空 载体 多 克隆 位 点 两 端 匹 配 的 引 
物 ， 以 重组 质粒 克隆 为 模板 进行 标准 的 PCR 反应 ， 同 时 设立 以 空 载体 为 模板 的 
PCR 反应 对 照 。PCR 反应 产物 通过 琼脂 糖 族 胶 电泳 后 ， 若 出 现 与 目的 基因 大 小 
一 致 的 电泳 条 带 ， 表 明 该 质粒 殉 隆 为 阳性 ， 否 则 为 阴性 。PCR 体系 见 3. 3. 3. 3。 


3) 测序 鉴定 


这 是 最 直接 也 是 最 具 说 服 力 的 重组 质粒 克隆 鉴定 程序 。 测 序 引物 通常 选用 载 
体 上 具备 的 通用 引物 ， 若 无 该 通用 引物 ， 可 自行 设计 与 空 载体 多 克隆 位 点 两 端 匹 
ALA BAILA Ais 4B Gxt 50 bp， 以 保证 测序 结果 能 完全 圳 括 目的 基 
因 序列 ) 的 引物 ， 然 后 进行 测序 反应 。 测 序 在 上 海 博 亚 生物 工程 有 限 公司 进行 。 


3.3.6 siRNA Rik HHH HepG2. 2. 15 细胞 


操作 主要 根据 Invitrogen 公司 的 Lipofectamin™ 2000 转 染 试剂 说 明 书 进行 。 

(1) 将 HepG2. 2. 15 细胞 培养 于 96 孔 培 养 板 中 ， 直 至 铺 满 90% 一 95%% 的 孔 
底面 积 。 

(2) RAMA 96 板 孔 里 DMEM 培养 基 ， 加 入 不 含 血 清和 抗生素 新 鲜 培 
养 基 。 

(3) 质粒 / 脂 质 体 混合 物 的 制备 : 每 个 质粒 取 2 pl 约 800 ng 〈 联 合 转 染 组 中 
S1 与 S2 表达 质粒 各 取 1 pl, # 400 ng) 和 10 pl DMEM-O 混合 “〈 每 个 样品 质粒 
要 做 4 个 平行 重复 )， 分 别 以 空白 和 随机 设计 的 表达 质粒 S3 作对 照 一 >~ 取 2 yl 
Lipofectamin™ 2000 〈 脂 质 体 使 用 之 前 应 轻 轻 播 义 ) 稀释 于 20 pl 无 血清 无 抗 生 
素 的 DMEM 培养 液 中 ， 轻 轻 混 匀 一 ~ 将 质粒 稀释 液 和 脂 质 体 稀释 液 混合 ， 并 轻 
FES), BUR i 30 min， 而 后 用 无 血清 无 抗生素 的 DMEM 培养 液 将 这 个 混合 
液 补 到 200 站， 操作 要 轻 ， 使 液体 沿 管 壁 轻 轻 滑 落 混 合 。 

时 于 


a Re 


(4) HY. MH 96 孔 板 中 细胞 培养 基 一 ~ 用 DMEM-O 将 每 个 孔 洗 2 BK 3 
次 一 ~ 每 个 孔 加 入 50 pl 质粒 脂 质 体 混合 液 ， 每 个 样品 作 4 个 重复 孔 ， 前 后 左右 
轻 轻 揪 匀 一 ~ 置 于 细胞 培养 箱 37C 、5%CO。 条 件 下 培养 (原则 上 转 染 时 间 越 长 
转 染 效率 越 高 ， 但 细胞 受 转 染 的 毒性 危害 也 大 ， 一 般 根据 细胞 的 耐 受 性 确定 转 染 
时 间 ) 一 ~ 吸 走 转 染 液 一 ~ 用 含 血 清 抗生素 的 DMEM 培养 液 将 每 孔 洗 2 或 3 
次 一 ~ 每 个 孔 加 100 yl 细胞 培养 液 一 ~ 培养 48 h 后 进行 后 续 实 验 。 


3.3.7 荧光 显微镜 观察 


质粒 转 染 48 h 后 ， 使 用 Olympus BH-2 型 荧光 显微镜 观察 其 在 HepG2. 2. 15 
细胞 中 的 转 染 效率 ， 并 使 用 Nikon E950 型 数码 相机 在 放大 40 倍 、 曝 光 8 s 的 条 
件 下 记录 每 孔 细胞 具有 代表 性 的 可 见 光 视 野 和 相应 的 紫外 光 视 野 。 


3.3.8 SS 基因 表达 情况 的 分 析 
3.3.8.1 HepG2. 2.15 细胞 总 RNA 的 抽 提 


使 用 TRIzol 试剂 (Gibco-BRL) 抽 提 96 孔 每 孔 细 胞 的 总 RNA, BAER 
如 下 : 

(1) 96 孔 板 中 每 孔 加 入 50 pl TRIzol 试剂 ，4 孔 并 一 管 ， 置 25"C 5 min, 

(2) 加 入 40 pl A. BGR 15s, BH 25°C, 3 min, 

(3) 于 4C 以 12 000 r/min 离心 20 min， 或 再 高 速 离心 10 min, 

(4) 取 上 层 水 相 ， 加 入 等 量 异 两 醇 ， 混 义 ， 室 温 置 15 min, 

(5) 于 4C 以 12 000 r/min 离心 20 min 后 ,用 1ml75% 乙 醇 洗涤 沉淀 1 次 。 

(6) 弃 乙 醇 ， 吸 尽管 壁 残留 液体 ， 室 温 晾 干 5 min, 

(7) 每 管 加 20 pl 7G RNase 的 水 溶解 RNA， 一 70C 冰 箱 备用 。 


3.3.8.2 FA M-MuLV 反 转 录 酶 进行 第 一 链 cDNA 合成 


实验 步骤 根据 酶 的 说 明 书 进行 操作 。 
Cl) 在 无 菌 管 中 加 入 以 下 样品 : 


总 RNA 8 ul 

oligo dT23 VN 引物 (50 mmol/L) 2 pl 
dNTP 混合 物 (2.5 mmol/L) 4 ul 
KH RNase 的 水 2 pl 
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(2) 70 ‘Cit 5 min， 短 暂 离 心 后 置 于 冰 上 。 
(3) 混合 以 下 样品 : 


步骤 1 的 RNA/ 引 物 /dNTP 16 pl 
10XRT RMR RR 2 pl 
RNase 抑制 剂 1 pl 
M-MuLV 反 转 录 酶 1 yl 

总 体积 20 pl 


(4) 42°C#a F 1h. 

(5) 95°C 5 min， 使 酶 失 活 。 

(6) 用 无 核酸 酶 污染 的 水 将 反应 体系 稀释 到 50 pl, HR 2 pl 进行 实时 荧光 定 
量 PCR 扩 增 反应 。 


3.3.8.3 Pactin 基因 和 HBV S 基因 实时 荧光 定量 PCR 扩 增 
1) Bactizz 基因 实时 荧光 定量 PCR TH 
(1) 按照 以 下 的 组 分 配制 PCR 反应 液 : 


SYBR Premix Ex Tag™ (2X) 10.0 pl 
PCR 正 链 引物 P7 0.2 pl 

PCR 反 链 引 物 P8 0.2 ul 

DNA 模板 (cDNA/RNA 3244) 2.0 pl 
DEPC 处 理 的 MilliQ 水 7.6 pl 

总 体积 20.0 pl 


(2) 实时 荧光 定量 PCR 反应 过 程 : 

95 °C, 2 min—> (95 CT, 10 s—~62 CT, 20 s 一 >72 TC, 20s) OZ 
循环 。 
2) HBV S 基 因 实 时 荧光 定量 PCR 扩 增 

C1) 按照 以 下 的 组 分 配制 PCR 反应 液 


。82 。 


SYBR Premix Ex Tag™ (2X) 10. 0 pl 


PCR 正 链 引 物 P5 0.2 pl 
PCR 反 链 引 物 P6 0.2 pl 
DNA 模板 (cDNA/RNA 双 链 ) 2.0 pl 
DEPC 处 理 的 MilliQ 水 7.6 pl 

总 体积 | 


(2) 实时 荧光 定量 PCR 反应 过 程 : 
0 C, 20s—>72'C, 208) X40 9g 
环 。 


3.3.9 SS 基因 表达 情况 的 ELISA 测定 


FEY 48 ph 后， 收集 HepG2. 2. 15 细胞 培养 板 中 各 孔 上 清 ， 按 ELISA 试剂 说 
明 书 进行 。 

(1) 将 各 种 试剂 移 至 室温 〈18 一 25C) 平衡 30 min， 取 浓缩 洗涤 液 ， 根 据 
当 批 检测 数量 ， 用 双 蒸 水 1 : 20 稀释 ， 混 匀 后 备用 。 

(2) 将 预 包 板 从 密封 袋 中 取出 ， 设 置 一 个 空白 对 照 孔 ， 不 加 任何 液体 ; 设 阴 
性 对 照 2 孔 ， 每 孔 加 入 阴性 对 照 50 pls 设 阳 性 对 照 2 孔 ， 每 孔 加 入 阳性 对 照 50 
wl; 其 余 每 个 检测 孔 直 接 加 入 待 检测 血清 50 pl. 

(3) 每 孔 加 入 酶 结合 物 50 wl 〈 空 白 对 照 孔 除外 )， 充 分 混 匀 ， 贴 上 不 干 胶 
SI 得 浴 3U5iain。 

(4) 洗 板 : 弃 去 孔 内 液体 ， 洗 涤 液 注 满 各 孔 ， 静 置 20 s 甩 干 ， 重 复 5 次 后 
fat . 
(5) 每 孔 加 显 色 剂 A 50 由 ， 显 色 剂 B 50 pl, RBIS, B37CRIERE 
15 min， 每 孔 加 终止 液 50 yl. 

(6) 用 酶 标 仪 读数 ， 取 波长 450 nm， 先 用 空白 孔 调 零点 ， 测 定 各 和 孔 吸 光度 
(A) 值 。 

《7) 结果 用 样品 吸光 度 (A) 值 / 对 照 孔 (AD 值 CSN，S 表示 待 测 样品 ， 
N 代表 阴性 对 照 ) 表示 ， 计 算 各 表达 质粒 转 染 组 的 抑制 效率 ， 并 进行 统计 学 
分 析 。 
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3.4 实验 结果 
3.4.1 HBV/U95551 S 基因 的 PCR 扩 增 


以 HepG2. 2. 15 细胞 提取 的 HBV DNA 为 模板 ， 用 引物 P1、P2 扩 增 SH 
因 ，PCR 产物 进行 0.8% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，HBV/VU95551 S 基因 全 长 约 846 bp, 
由 电泳 图 谱 可 见 ，PCR 产物 条 带 特异 ， 且 大 小 与 理论 上 预期 相符 CEB). 


3.4.2 8 U6 启动 子 的 PCR 扩 增 


小 鼠 U6 启动 子 分 段 合成 后 进行 磷酸 化 、 复 性 互补 及 连接 ， 而 后 以 P3 和 P4 
为 引物 进行 PCR 扩 增 ，PCR 产物 进行 0. 8% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 〈 图 4) 。 


1 2 


1500 bp 
1000 bp 


500bp 


400 bp 340bp 


图 4 小 鼠 U6 启动 子 PCR 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2. PCR 产物 


小 鼠 U6 启动 子 基因 全 长 315 bp, 3] P3 和 P4 两 端 分 别 加 上 Ndel 和 
FEcoRI 限制 性 内 切 核 酸 酶 识别 位 点 。 因 此 ， 理 论 上 PCR 产物 大 小 约 为 340 bp. 
由 电泳 图 谱 可 见 ，PCR 产物 条 带 特异 ， 且 大 小 与 预期 相符 。 


3.4.3 重组 质粒 构建 
3.4.3.1 pU6 
1) 双 酶 切 监 定 


U6 启动 子 与 pCDNA3. 1B (—) 载体 连接 液 转化 TG1 APR, PERL 6 个 转化 
子 ， 分 别 抽 提 质粒 并 进行 NaeI/EcoRI 双 酶 切 鉴 定 ， 酶 切 产物 进行 0. 8% BRIBE 
凝 胶 电 泳 CAI 5) 。 
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图 5 PpU6 转化 子 NdeI/EcoRI 双 酶 切 产 物 电 泳 图 谱 
1. DNA marker; 2~7. 6 个 转化 子 


电泳 图 谱 显 示 ， 酶 切 产 物 大 小 与 预期 相符 。 标 有 * 处 出 现 异 常 条 带 ， 可 能 原 
Al: 其 一 ， 质 粒 底 物 量 过 大 导致 酶 切 不 完全 ， 该 异常 条 带 为 质粒 超 螺旋 条 带 ; 其 
二 ， 酶 切 出 现 星 号 反应 。 


2) PCR 鉴定 


以 P3、P4 为 引物 对 挑选 的 6 个 转化 子 进行 PCR 鉴定 。PCR 产物 进行 0. 8% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 〈 图 6) 。 


图 6 pU6 转化 子 PCR 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2~7. 6 个 转化 子 


电泳 图 谱 显 示 ， 其 中 第 3 一 7 泳 道 转化 子 为 阳性 ，PCR 扩 增 较为 特异 。 
3) 测序 鉴定 


选取 第 3 号 泳 道 转化 子 在 上 海 博 亚 生 物 工程 有 限 公司 测 序 。 引 物 选 用 pCD- 
NA3. 1B( 一 ) 载 体 反 向 引物 ， 即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3'。 测 序 结果 
表明 ，U6 启动 子 序 列 以 及 多 克隆 位 点 均 与 预期 相符 。 测 序 报告 略 。 


3.4.3.2 S1、S2 和 8$S3 的 酶 切 鉴 定 
1) 单 酶 切 鉴 定 


pU6 载体 内 无 Xhol 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 ， 而 我 们 在 设计 siRNA BY, 
引入 了 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 XhAoI， 故 能 被 XhoI 酶 切 的 重组 克隆 载体 可 被 
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认为 是 阳性 克隆 。 将 SIRNA 表达 模板 与 pU6 载体 连接 液 转化 TG] 菌株 ， 分 别 
PER 3 个 SI 和 S2 转化 子 以 及 6 个 S3 转化 子 ， 抽 提 质 粒 并 进行 Xhol 酶 切 鉴定 ， 
酶 切 产 物 进 行 0. 8%% 琼 脂 糖 电泳 。 每 孔 加 样 8 pl KH 5 pl HY loading buffer。S1、 
S2 和 S3 酶 切 电泳 图 谱 见 图 7。 


图 7 siRNA 表达 质粒 用 XpoI 单 酶 切 图 8 重组 表达 质粒 EcoRI/H;zdIII 双 酶 

1. S] 表达 质粒 酶 切 电 泳 条 带 ; 2. S2 表达 质粒 切 产物 电泳 图 谱 

酶 切 电泳 条 带 ; 3. S3 表达 质粒 酶 切 电泳 条 带 ， 1. Sl 表达 质粒 双 酶 切 电泳 条 带 ; 2. S2 表达 质粒 双 
4. ADNA/Hind II marker 酶 切 电泳 条 带 ; 3. S3 AIK ALA) KA 


4.100 bp DNA marker 


2) 双 酶 切 鉴 定 


siRNA 表达 模板 与 pPUf6 载体 连接 液 转 化 TG] 菌株 ， 分 别 挑 取 3 个 SI 和 S2 
转化 子 以 及 6 个 S3 转化 子 ， 抽 提 质 粒 并 进行 EcoRI/HindIl] We SE, Be) 
产物 进行 1.5%% 琼 脂 糖 电泳 。 每 孔 加 样 20 pl 5 pl H loading buffer。PCR 产物 
电泳 图 中 。 大 小 为 5. 4 kb 的 特异 条 带 为 载体 电泳 条 带 ， 大 小 约 50 bp 的 条 带 为 
双 酶 切 电泳 条 带 。S1、S2 和 S3 酶 切 电 泳 图 谱 见 图 8。 阳 性 转化 子 以 EcoRI/ 
HindIII 双 酶 切 获得 的 小 条 带 理论 上 包括 U6 启动 子 序列 和 siRNA 表达 模板 序 
列 ， 大 小 应 为 两 者 之 和 。 


3) 测序 鉴定 


选取 第 1 号 泳 道 S1 转化 子 、 第 2 号 泳 道 S2 转化 子 、 第 3 号 泳 道 S3 转化 子 
在 上 海 博 亚 生物 工程 有 限 公 司 测序 。 引 物 选用 pCDNA3. 1B( 一 ) 载 体 反 向 引物 ， 
即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3 。 测 序 结 果 表 明 ，siRNA 表达 模板 序列 与 
预期 相符 ， 克 隆 正确 ， 测 序 报 告 略 。 


3.4.4 Sl, S2 在 HepG2. 2. 15 细胞 中 有 效 抑 制 HBV S 基因 的 表达 


为 了 检测 shRNA 对 HBV S 基因 表达 的 影响 情况 ， 我 们 将 siRNA 表达 质粒 
(96 孔 板 每 孔 细 胞 每 个 质粒 的 转 染 量 为 200 ng) 转 染 HepG2. 2.15 细胞 ， 转 染 后 
48 h 从 多 个 水 平 检测 HBV S 基因 蛋白 表达 情况 。 
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3.4.4.1 实时 荧光 定量 PCR 对 Pactin 的 检测 


磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 (GAPDH) 和 Pactin 是 看 家 基因 Chouse keeping 
gene) ， 一 般 在 哺乳 动物 细胞 中 转录 表达 是 恒定 的 ， 其 mRNA 占 总 RNA 的 比例 
也 是 固定 的 。 为 了 定量 细胞 内 mRNA 转录 表达 情况 ， 人 们 和 常 利用 测定 Bactin 的 
表达 作为 校正 各 个 样品 总 RNA 量 的 差别 。 在 本 实验 中 ， 为 了 横向 比较 各 组 
siRNA 表 达 质 粒 对 HBV S 基因 表达 的 抑制 情况 ， 我 们 测定 各 个 样品 Bactzn 的 表 
达 量 并 将 其 作为 总 RNA 量 的 指标 。 

从 实时 荧光 定量 PCR 的 结果 〈 图 9 和 表 1) 中 ， 可 以 看 到 各 组 siRNA 表达 
质粒 转 染 细胞 后 Bactin 的 表达 量 有 所 差别 。 表 1 中 ct (cycle threshold) (AE 
量 内 标 基 因 表 达 量 的 主要 指标 ， 实 时 荧光 定量 PCR 仪 汇集 了 所 有 样品 的 实时 欧 
光 定 量 PCR 结果 后 ， 自 动 记录 下 一 个 荧光 量 域 值 ， 达 到 这 个 域 值 的 ct 值 越 小 ， 
则 表明 样品 的 起 始 量 越 高 ， 反 之 mRNA 的 起 始 量 越 少 。 
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9 各 组 siRNA 表达 质粒 转 染 HepG2. 2.15 细胞 后 Pactin 实时 荧光 定量 PCR 曲线 图 


表 1 各 组 siRNA 表达 质粒 转 染 HepG2. 2.15 细胞 后 用 实时 荧光 定量 PCR 测定 Pactin 的 ct 值 


组 ct 
A01 20. 0 
A02 20. 9 
A03 21.3 
A04 19.9 
A05 20. 2 


AO] 为 转 染 S1 表达 质粒 组 ; A02 为 转 染 S2 表达 质粒 组 ; A03 为 联合 转 染 SI 十 S2 表达 质粒 组 ; A04 


为 转 染 S3 表达 质粒 组 ; A05 为 空白 对 照 。 
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从 融 解 曲线 图 〈 图 10) 中 ， 可 以 看 到 有 一 个 很 明显 的 主峰 ， 并 且 每 条 曲线 
的 主峰 位 置 基 本 一 致 ， 说 明 整 个 实时 奖 光 定量 PCR 反应 产生 的 条 带 比较 单一 ， 
与 预计 Pactin WEN RIE H PCR 产物 相符 ， 说 明 通 过 ct 值 所 得 的 总 RNA 量 
正确 。 
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图 10 Pactin 基因 实时 荧光 定量 PCR 产物 的 融 解 曲线 


在 本 实验 中 ， 我 们 是 利用 空白 对 照样 品 的 总 RNA 进行 10 倍 梯度 稀释 Ah 
释 范 围 为 100 一 10“) 来 做 标准 曲线 。 采 用 2 ”方法 进行 HBV S 基因 的 相对 
定量 检测 。 我 们 测 得 各 组 样品 的 ct 值 ， 通 过 2 “5 相对 定量 公式 ， 经 内 标 基 
Fl Bactin 的 内 均一 化 处 理 后 即 可 算出 样品 相对 于 单独 转 染 质粒 组 样品 的 表达 量 。 
从 标准 曲线 图 〈 图 11) 中 ， 发 现 整 个 实时 荧光 定量 PCR 过 程 是 有 效 平 稳 的 ， 从 
而 保证 了 结果 的 可 信 度 。 


correlation coefficient:0.990 ”slope:-3.140 ”intercept:11.931 Y=—3.140X+11.931 
PCR efficiency:108.2% o standards 


log starting quantity , copy number 


图 11 Bactin 基因 实时 荧光 定量 PCR 的 标准 曲线 


3.4.4.2 实时 荧光 定量 PCR 对 HBV S 基因 的 检测 


本 实验 中 ， 我 们 将 构建 的 siRNA 表达 质粒 单独 和 联合 转 染 HepG2. 2. 15 Ai 
。88 。 


胞 ， 同 时 以 随机 设计 的 非 同 源 表 达 质 粒 和 空白 为 对 照 ， 通 过 检测 细胞 中 HBV S 
基因 mRNA 表达 情况 ， 观 察 siRNA 表达 质粒 对 部 基因 的 抑制 情况 。 
从 实时 荧光 定量 PCR 的 结果 CA 12 和 表 2) 中 ， 可 以 看 到 S1、S2 和 S1 十 
S2 表达 质粒 转 染 组 的 ct 值 比 S3 表达 质粒 转 染 组 和 空白 对 照 组 大 ， 并 且 S1 十 S2 
表达 质粒 转 染 组 的 ct 值 最 大 。 这 是 未 经 Bactiz 校正 过 的 绝对 值 ， 检 测 相 对 准确 
的 HBV S 基因 的 表达 情况 ， 还 必须 与 对 应 样品 中 的 Bactin 表达 量 进行 比较 。 
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12 各 组 siRNA 表达 质粒 转 染 HepG2. 2. 15 细胞 HBV S 基因 的 实时 荧光 定量 PCR 曲线 图 


表 2 各 组 siRNA 质粒 转 染 HepG2. 2.15 细胞 后 用 实时 荧光 定量 PCR 测定 HBV S 基因 的 ct 值 
组 ct 
A01 16. 4 
A02 18.0 
A03 18. 8 
A04 14.8 
A05 15. 


AO] AFR S1 表达 质粒 组 ; A02 为 转 染 S2 表达 质粒 组 ; A03 为 联合 转 染 SI 十 S2 表达 质粒 组 ; A04 
为 转 染 S3 表达 质粒 组 ; A05 为 空白 对 照 。 


从 融 解 曲 线 图 〈 图 13) 中 ， 可 以 看 到 一 个 很 明显 的 主峰 ， 并 且 每 条 曲线 的 
主峰 位 置 基本 一 致 ， 说 明 整 个 实时 荧光 定量 PCR 产物 大 小 条 带 特异 ， 与 预期 
HBV S 基因 相符 ， 证 明 通 过 ct 值 所 得 的 总 RNA 量 正 确 。 
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13 HBV S 基因 实时 荧光 定量 PCR 产物 的 融 解 曲线 


本 实验 采用 2 “5 法 进行 HBV S 基因 的 相对 定量 : 汐 。 我 们 利用 单独 转 染 质 
粒 组 的 cDNA 作 10 倍 梯 度 稀 释 〈 稀 释 范 围 为 100 一 10“) 的 样品 做 出 标准 曲线 ， 
由 此 确定 各 共 转 染 siRNA 组 所 用 的 稀释 度 ， 同 时 测 得 各 组 样品 的 ct 值 ， 然 后 采 
用 2 OTHER AS, AAPA pactin 的 内 均一 化 处 理 后 即 可 算出 共 转 染 
siRNA 组 样品 相对 于 单独 转 染 质粒 组 样品 的 表达 量 。 从 标准 曲线 图 〈 图 14) 中 ， 
可 以 看 到 整个 实时 荧光 定量 PCR 过 程 是 有 效 平稳 的 ， 从 而 保证 了 结果 的 可 信和 度 。 


correlation coefficient:0.979 slope:—2.950 _intercept:10.593 Y=—2.950X+10.539 
PCR efficiency:118.2% o standards 


log starting quantity, copy number 


图 14 HBV S 基 因 实 时 荧光 定量 PCR 的 标准 曲线 


在 标准 曲线 中 ， 横 坐标 代表 起 始 拷贝 数 的 对 数 ， 纵 坐标 代表 ct 值 ， 因 此 可 
以 从 获得 样品 的 ct 值 ， 即 可 从 相应 的 标准 曲线 上 计算 出 该 样品 的 起 始 拷贝 数 ， 
并 计算 出 HBV S 基因 与 Bactzz 的 相对 浓度 比值 。 
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转 染 S3 表达 质粒 组 和 空白 对 照 组 无 显著 性 差异 ; 与 空白 对 照 组 相 比 ， 转 染 
S1 表达 质粒 组 的 抑制 率 为 64%， 转 染 S2 表达 质粒 组 的 抑制 率 为 83% ， 联 合 转 
Ye SI 十 S2 表达 质粒 组 的 抑制 率 为 88% 。 而 对 照 组 S3 无 抑制 效果 。 

荧光 显微镜 观察 以 及 蛋白 质 表 达 细 胞 计数 结果 图 略 。 

抽 提 各 个 转 染 组 细胞 总 RNA， 并 且 以 P7、P8 为 引物 实时 荧光 定量 PCR 检 
测 Baczin 基因 mRNA 的 丰 度 ， 以 P5、P6 为 引物 实时 荧光 定量 PCR 检测 S 基因 
mRNA 的 丰 度 ， 结 果 与 显微镜 观察 和 细胞 计数 结果 相符 。 我 们 研究 发 现 设 计 的 
ijn] HBV S 基因 的 siRNA 能 够 有 效 特 异地 抑制 HBV 病毒 在 易 感 细胞 
HepG2. 2. 15 细胞 中 的 复制 与 表达 。 


3.4.5 Sl, S2 显著 抑制 HBV 在 HepG2. 2. 15 细胞 中 的 复制 与 表达 


由 于 HBV 感染 的 高 度 特异 性 ，HepG2. 2.15 细胞 被 广泛 用 于 该 病毒 的 扩 增 
和 检测 。 为 了 研究 设计 的 siRNA 能 和 否 有 效 地 抑制 HBV 的 复制 与 表达 ， 我 们 进 
一 步 验 证 以 上 观察 到 的 抑制 效应 ， 在 转 染 细胞 48 h 后 检测 细胞 上 清 中 HBV 标志 
性 蛋白 HBsAg 和 HBeAg。 结 果 见 图 15. 


15 各 组 细胞 上 清 HBsAg 和 HBeAg 
第 1 AAP Sl 表达 质粒 组 ; 第 2 组 为 转 染 S2 表达 质粒 组 ; 第 3 组 为 联合 转 染 SI 十 S2 表达 
质粒 组 ; 第 4 组 为 转 染 S3 表达 质粒 组 ; 第 5 组 为 空白 对 照 组 


各 组 与 空白 对 照 组 相 比 ， 转 染 Sl 表达 质粒 组 HBsAg 的 抑制 率 为 60%，HBeAg 
的 抑制 率 为 56%; 转 染 S2 表达 质粒 组 的 HBsAg 抑制 率 为 73%，HBeAg 的 抑制 率 为 
70%; SI 十 S2 联合 转 当 表达 质粒 组 HBsAg 的 抑制 率 为 82%，HBeAg 的 抑制 率 为 
78%。 比 较 转 染 S3 表达 质粒 组 和 空白 对 照 组 无 显著 性 差异 。 


3.5 实验 发 现 


小 RNA 〈 大 小 约 在 20~32 nt) 能 够 通过 染色 质 修 饰 、mRNA 降解 或 者 翻 

译 抑制 来 调控 基因 的 表达 。 目 前 已 经 在 真 核 细 胞 中 鉴定 出 三 大 类 小 RNA, 

即 miRNA、siRNA 和 Piwi-interacting RNA (piRNA)， 后 者 也 称 为 gsRNA 

(germline small RNA，gsRNA) 。miRNA 和 siRNA 存在 于 不 同 的 动物 、 植 物 和 

病毒 中 ， 而 piRNA 只 在 动物 中 发 现 5' 5。miRNA 涉及 发 育 和 细胞 分 化 过 程 ， 
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其 表达 具有 受 发 育 过 程 调节 以 及 组 织 特异 性 表达 等 特征 。miRNA 基因 的 改变 可 
能 在 多 种 甚至 所 有 人 类 癌症 发 生 和 发 展 的 病理 生理 学 中 都 扮演 着 重要 的 角色 。 
miRNA 表达 谱 已 经 用 于 揭示 人 类 癌症 发 病 机 制 中 miRNA 的 潜在 作用 ， 并 且 使 
我 们 能 够 鉴定 与 人 类 肿瘤 的 诊断 、 人 分期、 发展、 预后 和 治疗 效果 相关 的 标记 
By 80 | siRNA 主要 参与 转 座 子 活性 的 抑制 及 病毒 感染 的 防御 。piRNA 在 生殖 
细胞 和 干细胞 中 表达 ， 其 作用 与 抑制 反 转 录 转 座 子 的 转 座 有 关 。PpiRNA 生物 合 
成 Piwi 蛋 白质， 属于 Ago 和 蛋白质 的 亚 科 ， 并 参与 调控 基因 的 表达 。 虽 然 绝 大 多 
数 的 miRNA 的 功能 仍 未 知 ， 但 我 们 至 少 可 以 推测 一 部 分 miRNA 在 病毒 的 生命 
周期 中 发 挥 着 关键 的 作用 ， 因 此 ， 鉴 定 新 的 病毒 miRNA 极其 重要 。 

我 们 选取 HBV S 基因 作为 siRNA WHER, AA S 基因 是 HBYV 的 四 个 编码 
蛋白 质 基因 之 一 ， 在 病毒 感染 过 程 中 $ 基因 编码 的 HBsAsg 与 易 感 细胞 表面 受 体 
结合 ， 介 导 病 毒 对 细胞 的 感染 。 我 们 的 实验 结果 发 现 ， 划 向 HBV S 基因 的 
siRNA 能 够 有 效 特异 地 抑制 HBV 病毒 在 易 感 细胞 HepG2. 2. 15 细胞 中 的 复制 与 
表达 。 我 们 还 发 现 SI 十 S2 联合 转 染 细胞 中 可 以 显著 提高 抑制 HBV 的 复制 与 表 
达 的 效率 。 这 一 发 现 与 我 们 前 期 研究 已 发 现 siRNA 能 够 有 效 特异 地 抑制 HBV 
和 FMDV 病 毒 在 易 感 细胞 BHK-21 PRS AAA. HD, 
RNAi 是 主要 的 病毒 防御 机 制 "”] ， 而 且 在 病毒 CARI RNA 病毒 ) 感染 植物 细 
胞 过 程 中 能 自然 诱发 RNAI 抑制 病毒 的 复制 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ， 人 们 最 初 认 为 
dsRNA 特别 是 长 的 (大 于 35 bp) 病毒 源 性 的 dsRNAE95 不 能 有 效 诱 发 
RNAi"), FH dsRNA 是 哺乳 动物 细胞 干扰 素 反 应 的 主要 诱导 因子 59' 急 。 随 后 
的 研究 证 明 ，RNAi 分 子 机 制 在 哺乳 动物 细胞 中 是 保守 的 "2 ， 而 且 ， 在 某 些 实 
Bil hte dsRNA AAS ABR (protein kinase R, PKR) 的 磷酸 化 ， 
这 暗示 可 能 不 会 诱导 干扰 素 反应 ， 因 为 PKR 的 磷酸 化 作用 是 干扰 素 反 应 的 信 
号 ， 同 时 dsRNA 被 证 明 能 够 被 加 工 成 有 效 的 siRNA。 实 验 表 明 ， 人 工 导 入 siR- 
NA 能 够 在 哺乳 动物 细胞 内 诱导 强 有 力 的 抗 病毒 反应 ， 例 如 抗 HIV ~ 、 
HCVt4%'5 等 。 我 们 发 现 设 计 的 靶 向 HBV S 基因 的 长 21 bp 的 两 个 shRNA 均 能 
有 效 地 特异 抑制 同 源 病毒 HBV/U95551 的 复制 和 表达 ， 因 为 它们 不 能 干扰 对 照 
组 病毒 的 复制 。 因 此 ， 我 们 进一步 的 工作 将 设计 靶 向 HBV 基因 组 保守 区 的 
SiRNA， 试 图 诱导 对 同型 不 同 毒 株 甚 至 是 不 同型 不 同 毒 株 之 间 的 交叉 抑制 效应 。 

在 植物 或 昆虫 细胞 中 ，RNA 依赖 性 的 RNA 聚合 酶 CRdRP) 能 够 以 mRNA 
为 模板 合成 dsRNA， 随 后 通过 Dicer 酶 的 加 工 使 siRNA 获得 扩 增 ， 进 而 提高 
RNAi 3589197) 。 但 上 述 机 制 无 法 解释 我 们 的 实验 现象 ， 因 为 在 哺乳 动物 细胞 中 
不 存在 RdRP 的 活性 ， 有 一 种 假设 认为 实验 动物 细胞 本 身 感染 的 其 他 病原 体能 够 
提供 RdRP 并 参与 以 上 过 程 ， 这 种 假设 显然 需要 进一步 的 证 据 。Song O° SE 
验 结果 显示 ， 病 毒 mRNA 的 存在 能 够 使 siRNA 的 效果 维持 更 长 的 时 间 ， 这 暗示 
#2 mRNA 是 否 存在 可 能 决定 了 siRNA 在 细胞 内 是 否 被 降解 。 我 们 的 研究 结果 发 
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现 与 国外 文献 报道 相 一 致 中 -5 ， 文 献 报道 使 用 esiRNA 比 化 学 合成 的 siRNA 抑 
制 病毒 的 效果 更 好 [5?5 ， 经 化 学 修饰 的 特异 性 HBV 的 siRNA 可 望 在 体内 应 
用 5 多] 。 进 化 生物 学 家 们 认为 生命 起 源 于 RNA 世界 ， 即 “RNA 世界 起 源 假说 ”。 
如 果 是 这 样 很 可 能 在 生命 早期 就 进化 出 了 一 种 核酸 水 平 的 免疫 机 制 Cnucleic-acid 
based immune system) ， 类 似 于 高 等 脊椎 动物 的 蛋白 质 水 平 免疫 机 制 Cprotein- 
based immune system). 。 随 着 RNAi 分 子 机 制 的 发 现 及 其 在 真菌 、 植 物 和 昆虫 细 
胞 中 作为 天 然 的 病毒 防御 策略 ，RNAi 可 能 就 是 早期 进化 的 一 套 核 酸 水 平 免疫 机 
制 。 因 此 ， 基 于 我 们 和 Song 等 [5 的 实验 结果 ， 类 比 兰 椎 动物 的 蛋白 质 免 疫 记 忆 
模式 ， 我 们 提出 一 个 假设 ， 病 毒 mRNA 与 同 源 siRNA 的 共同 存在 可 能 建立 起 一 
套 初 级 的 核酸 水 平 的 免疫 记忆 ， 使 细胞 面临 病毒 侵 染 的 时 候 SIRNA 能 更 加 有 效 
地 诱发 RNAi 反应。 我 们 的 发 现 可 能 推动 RNAi 在 细胞 水 平 病毒 防御 中 的 研究 ， 
接 下 来 的 工作 我 们 期 望 在 动物 水 平 对 RNAi 的 有 效 性 和 实用 性 进行 评估 。 

利用 RNAi 技术 作为 病毒 感染 防御 策略 昌 有 许多 优点 ， 但 是 siRNA 转 染 细 
胞 后 ， 大 多 数 被 降解 ， 因 此 提高 siRNA 在 细胞 内 的 稳定 性 和 半衰期 至 关 重 要 。 
例如 ， 将 siRNA 的 碱 基 末 端 进行 2 -O- 甲 基 化 和 2 - 氟 代 化 ， 可 以 显著 提高 siR- 
NA 在 血 中 的 稳定 性 ， 在 体外 实验 中 的 效能 较 未 修饰 的 siRNA 高 出 500 FRO" 。 
LNA (locked nucleic acid) 是 一 种 RNA 样 的 高 亲和力 的 核酸 类 似 物 ， 能 增强 修 
饰 后 siRNA 的 生物 稳定 性 和 种 特异 性 ， 从 而 提高 基因 沉默 效果 [5 。 

我 们 课题 组 发 现 要 想 在 哺乳 动物 中 更 加 有 效 地 应 用 了 NAi 技术 抵抗 病毒 的 感 
染 ， 必 须 克 服 很 多 困难 。 首 先 ， 在 一 个 细胞 内 诱发 的 RNAI 反应 必须 能 够 快速 有 
效 地 扩散 到 其 他 细胞 或 组 织 ， 形 成 系统 化 效应 〈systemic effect) 。 已 经 证 明 ， 在 
线虫 某 个 部 位 产生 的 RNAI 反应 能 够 扩散 到 许多 不 同 的 组 织 ， 包 括 生殖 腺 呈 ) ， 
而 且 发 现 ， 一 个 跨 膜 蛋 白 SID-1 与 系统 化 效应 有 关 [s. 。 令 人 兴奋 的 是 ，SID-1 同 
源 蛋 白 也 存在 于 人 类 和 小 鼠 细 胞 中 5 ， 这 暗示 着 RNAi 系统 化 效应 在 哺乳 动物 
个 体 中 存在 的 可 能 性 。 其 次 ，RNAIi 的 运用 还 必须 克服 病毒 的 逃逸 〈viral 
escape) 问题 ， 因 为 病毒 可 能 通过 编码 RNAi 抑制 蛋白 或 基因 组 变异 使 RNAi 失 
效 。 第 三 个 需要 解决 的 难题 是 如 何 将 SIRNA BK SIRNA 表达 质粒 有 效 特 异地 注射 
到 动物 的 某 些 组 织 器 官 。 研 究 发 现 ， 采 用 具有 高 效 细 胞 感染 能 力 的 病毒 作为 siR- 
NA 表达 载体 可 能 是 一 个 更 好 的 选择 "ss 。 我 们 发 现 RNAi 可 能 成 为 防治 HBV 
感染 有 效 的 全 新 的 抗 病毒 防御 策略 。 
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4 siRNA 抑制 HBV 在 BHK-21 细胞 中 的 
复制 与 表达 


小 鼠 U6 启 动 子 化 学 合成 与 拼接 HBV C 基 因 扩 增 及 测序 


| J 
带 U6 启 动 子 的 质粒 pPU6 构 建 ”siRNA 模板 序列 的 化 学 合成 与 拼接 
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siRNA 表 达 质 粒 S1、S2 和 $S3 的 构建 ”报告 基因 表达 质粒 PC-EGFP-N1 的 构建 


siRNA 对 报告 基因 的 干扰 效 检 es 


| 


BHK-21 细 胞 抗 病毒 效应 


1 


[ AA RA RA pC-EGFP-N1 的 构建 


[4.1 引言 


我 们 在 前 期 的 研究 工作 基础 上 ， 根 据 第 1 一 3 BRAY RNAi 分 子 机 制 吧 
及 其 作为 病毒 防御 策略 ， 我 们 选取 HBV C 基因 作为 siRNA WEE, AW C 基 
Al HBV 的 四 个 编码 蛋白 质 基 因 之 一 ， 在 病毒 感染 过 程 中 C 基因 编码 的 HBcAg 
与 易 感 细胞 表面 受 体 结合 ， 介 导 病 毒 对 细胞 的 感染 。 据 此 ， 我 们 探讨 靶 向 HBV 
C 基因 的 siRNA 是 否 能 够 抑制 HBV 基因 在 易 感 细胞 BHK-21 细胞 中 的 复制 与 表 
达 ， 这 对 HBV 的 防治 研究 具有 重要 意义 。 为 此 我 们 开展 了 以 下 工作 。 

应 用 PCR 技术 扩 增 乙 型 肝炎 患者 的 HBV C 基因 ， 将 其 编码 序列 克隆 到 表 
达 绿 色 荧 光 蛋 白 的 表达 载体 pEGFP-N1 上 ， 使 其 能 同时 表达 绿色 荧光 蛋白 和 
HBV C 基因 。 并 完成 全 序列 测定 分 析 。 将 目的 基因 克隆 到 绿色 荧光 蛋白 基因 组 
的 上 游 ， 使 表达 载体 PEGFP-N1 在 启动 表达 后 ， 首 先 表 达 目 的 基因 HBV C 基 
因 ， 继 之 表达 绿色 荧光 蛋白 基因 ， 接 着 在 HBV C 基因 中 止 表达 后 ， 绿 色 荧 光 蛋 
白 基 因 组 亦 终止 表达 。 在 荧光 显微镜 下 观察 到 绿色 区 光 蛋白 表达 ， 证 明 有 HBV 
C 基因 的 表达 ; 反之 ， 观 测 不 到 绿色 荧光 蛋白 或 者 其 表达 量 较 少 〈 绿 色 菊 光 和 蛋 电 
发 光度 较 弱 ) ， 表 明 绿色 荧光 蛋白 的 表达 受到 抑制 ， 即 证 实 HBV C 基因 的 表达 
受到 抑制 。 此 体系 能 快速 准确 地 反映 出 加 基因 基因 组 的 表达 状态 ， 为 RNAi 用 于 
研究 抑制 HBV 病毒 感染 的 复制 与 表达 提供 了 一 种 简单 、 有 效 的 监测 平台 。 


I4.2 实验 材料 
[4.2.1 样品 的 采集 


人选 100 例 乙 型 肝炎 患者 均 来 自 云南 地 区 ， 包 括 50 例 少数 民族 患者 与 50 例 
汉族 患者 ， 男 76 例 ， 女 24 例 ， 年 龄 18 一 68 岁 ， 平 均 29 士 6.4 岁 ， 其 中 乙 型 肝 
炎 患 者 90 例 ， 重 型 CHB 患者 10 例 。 所 有 乙 型 肝炎 患者 为 解放 军 成 都 军区 昆明 
总 医院 传染 病 中 心 于 2000 年 3 月 一 2002 年 10 月 住院 或 门诊 收集 包 9 。 人 和 人选 病 例 
标准 : @ 年 龄 18 一 68 #; @ 血 清 HBsAg、HBeAg、 抗 HBe 阳性 、 抗 HBc 阳 
性 ，HBV DNA 阳性 (PCR 法 )， 血 清 抗 HAV、 抗 HCV、 抗 HD、 抗 HEV. 
抗 HIV 阴性 ;@@ 肝 功能 测定 异常 ，@ 四 病例 人 选 前 6 个 月 内 未 用 过 免疫 调节 剂 或 
抗 病毒 治疗 ， 并 排除 有 吸毒 史 、 妊 娠 和 哺乳 期 妇女 ; @ 诊 断 标 准 符合 《病毒 性 肝 
炎 防 治 方案 》 制 订 的 诊断 标准 。 乙 型 肝炎 患者 100 例 标 本 ， 空 腹 采 集 全 血 2 ml, 
通过 酶 联 免疫 吸附 试验 和 PCR 检测 血清 标记 物 和 HBV DNA， 所 采用 样品 的 
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HBsAg, HBeAg, $i HBc 和 HBV DNA 均 呈 阳性 ， 并 且 排 除 HAV、HCV、 
HDV, HEV 等 重 笃 感 染 者 。 血 清 标本 置 一 70C 保 存 ， 空 运 至 复旦 大 学 。 


14.2.2 乙 型 肝炎 病毒 基因 组 


HBV DNA 的 提取 喇 。 分 别 取 血清 200 pl, MA 2.5 mg/ml 的 蛋白 酶 K 及 
裂 合 酶 [10 mmol/L Tris-HCl pH 8.0, 5 mmol/L 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA), 
0.5% 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS)]， 置 于 37C 水 浴 3 h， 混 合 液 经 酚 : 氯仿 300 pl 等 
体积 混合 后 ，4C ，12 000 rmin， 离 心 5 min， 用 无 水 乙醇 沉淀 2 h, 12 000 r/min, 
离心 15 min，75%% 的 乙醇 洗涤 一 次 ， 离 心 后 加 入 20 由 灭 菌 双 蒸 水 ， 一 20C 保 存 。 


14.2.3 菌株 


菌株 与 载体 : 大 肠 杆菌 (Escherichia coli, E. coli) TG] 菌株 {supE hsd A5 thi 
A\ (lacproAB) F' [traD36proAB 十 lacIq lacZ 人 A M15]);， 载体 pEGFP-N1 (Clon- 
tech, Palo Alto, Calif. USA) 均 系 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 室 保存 。 


14.2.4 BARNS 


C1) 生化 酶 试剂 

EcoRI, Hind II、T4 #28. Tag DNA 多 聚 酶 ，Kod Plus DNA BRR 
ADNA/ Hind III marker 和 100 bp DNA marker 等 购 自 NEB 公司 。 

(2) 试剂 盒 

B 型 小 量 DNA 片段 快速 胶 回收 试剂 盒 〈B Type: Mini-DNA Rapid Purifica- 
tion Kit) 和 也 型 质粒 小 量 快速 提取 试剂 盒 〈(B Type: Mini-Plasmid Rapid Isola- 
tion Kit) 购 自 上 海 博大 泰克 生物 科技 有 限 公 司 。 


本 25 试剂 


(1) LB WRF UREA. 0.5% RH, A 1% NaCl 调 至 pH 7.0). 

(2) LB 固体 培养 基 (LB 液体 培养 基 + 2% 琼 脂 ) 。 

(3) 溶液 I (50 mmol/L 葡萄 糖 、25 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L EDTA, 
pH 8.0), 

(4) YW Il (0.2 mol/L NaOH, 10%SDS). 

(5) %w II (3 mol/L KAc, FAK ZRII pH 4. 8). 

(6) FAB. 

(7) & (Tris-HCl #74, pH 8.0), 

(8) 酚 : 氯仿 =24 : 1 (V/V) 或 酚 : 氯仿 : 异 戊 醇 二 25 : 24:1 V/V/V), 
Tris-HCI 饱 和，PpH 8. 0。 

(9) 无 水 乙醇 。 
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(10) 琼脂 糖 。 

(11) 75 妈 的 乙醇 。 

(12) 100 mg/ml AKBBX (Amp). 

(13) TE (10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8.0), 
(14) TAE (40 mmol/L Tris- 乙 酸 、1 mmol/L EDTA, pH 8.0), 
(15) 3 mol/L NaAc (pH 4. 8). 

(16) 5 mol/L LiCl, 

(17) 0.1 mol/L CaCl, . 


14.3 实验 方法 
14.3.1 报告 基因 表达 载体 pPC-EGFP-N1 的 构建 


报告 基因 表达 载体 pPC-EGFP-NI1 的 构建 。 将 PCR 扩 增 的 HBV C 基因 双 酶 
切 后 克隆 到 质粒 pPEGFP-N1 上 ， 构 建成 报告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 重组 质 
AY, SURG 1. 


pEGFP-N1 
4.7 kb 
SV40 polyA 
EcoRI Hindill 
EcoRI+Hindill EcoRI+Hindill 
T4 连接 酶 


pC-EGFP-N1 
5.2 kb 


SV40 polyA 
O 


SV40 ori 
图 1 报告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 的 构建 流程 图 
EGFP， 增 强 型 绿色 荧光 蛋白 ，SV40 polyA, SV40 聚 腺 苷 酸化 信号 ; Km， 卡 那 霉 素 抗 性 基因 
。 100 。 


T4.3.2 PCR 引物 的 设计 


HVBC 基 因 的 上 游 引 物 P1:， 5'-CCC AAGCTT ATGGACATTGACCCG- 
TATAAAG -3” (1775~1796 nt). 

ie. PZ. 5'-GCG.. GAATTG. CLAACATTGAGATTCCCGAG 3’ 
(2326~2307 nt) 。 扩 增长 度 为 552 bp. 

引物 两 端 分 别 引 入 HindIII 和 EcoRI 酶 切 位 点 。 引 物 由 上 海 英 验 技术 有 限 公 
司 (Invitrogen Biotechnology Co. ，Ltd) 合成 。 


SOPCR 坟 增 HBVC 基 因 


PCR 扩 增 : 在 0.2 ml 的 Eppendorf 管 中 ， 依 次 加 入 10 久 缓冲 液 5 pl, 
8 mmol/L MgSO, 4 pl . 5] P1/P4 & 1 pl . 10 mmol/L dNTP 1 pl, BERR 
DNA (乙肝 患者 血清 提取 的 HBV DNA) 2 pl. 1 U/ Tag 酶 1 pl, tn ddH,O 
250 由 ， 以 正常 人 血清 为 对 照 。 混 合 均匀 后 ， 置 于 PCR 扩 增 仪 进行 PCR 反应 。 
设置 PCR 反应 参数 为 : 94C 预 变性 5 min，94C 变 性 1 min，55C 复 性 1 min, 
72°C RE{H 1 min， 共 30 个 循环 ， 最 后 72C 再 延伸 10 min, 


14.3.4 PCR 扩 增 产物 纯化 


(1) 取 PCR 产物 50 wl, A TE 溶液 扩容 到 200 pl, 

(2) 加 等 体积 的 酚 : 氯仿 : 异 成 醇 ，15 000 r/min, 5 min, 

(3) 取 上 清 ， 加 等 体积 的 氯仿 : 异 戊 醇 ，15 000 r/min, 5 min, 

(4) 取 上 清 ， 加 1/10 体积 的 3 mol/L NaAc， 加 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 ， 
一 20C 静 置 过 夜 。 

(5) 15 000 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 。 

(6) 75% 乙 醇 洗 涤 一 次 ， 室 温 晾 干 。 

(7) 加 20 pl ddH:O， 一 20C 保 存 备用 。 


14.3.5 目的 基因 DNA 和 克隆 载体 双 酶 切 


载体 pEGFP-N1 和 目的 C EAA, + 0. 5 ml Eppendorf 管 中 依 次 加 入 : 
双 蒸 水 20 由 、10 久 缓冲 液 2 3 pl, pEGFP-N1 或 C 基因 5 由 、HizdIII 1 pl, 
EcoRI 1 pl. Aa BF 37°CKH 1. 5h。 

SARE) (HindIII 和 EcoRI 单 酶 切 ) Xt HA: WLZE7K 21 pl, 10x Bmp 2 
3 pl, pEGFP-N1 5 pl, HindIII 或 EcoRI 1 pl. OUR BF 37°C KH 1. 5h, 


14.3.6 eek 


按 博大 泰克 生物 基因 技术 有 限 公司 的 也 型 小 量 DNA 片段 快速 胶 回收 试剂 盒 
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回收 酶 切 的 载体 和 目的 基因 ， 具 体操 作 步 骤 如 下 。 

CG) 尽 可 能 小 的 切 下 目的 基因 条 带 。 

(2) 按 100 mg 凝 胶 加 700 由 溶胶 液 的 比例 ， 把 切 下 的 目的 基因 条 带 置 于 室 
温 或 55C 水 浴 中 融 解 ， 把 溶解 液 装 和 离心 吸附 柱 中 ，12 000 rmin， 离 心 30 s, 
FRM 

(3) 加 入 500 pl 漂洗 液 漂洗 ，12 000 r/min, Bb 30s, FRR. BAK 
又 一 次 ， 再 于 12 000 r/min 离心 2 min 〈 此 步 离心 一 定 要 充分 ， 尽 量 弃 除 废 液 ) 。 

(4) 把 离心 吸附 柱 放 和 1.5 ml 离心 管 中 ， 加 入 适量 的 洗 脱 缓冲 液 〈30 一 
50 wwD) ， 室 温 放置 5 min, 12 000 r/min 离心 2 min, 

洗 脱 液 即 为 所 需要 的 目的 基因 。 


14.3.7 目的 基因 片段 与 表达 质粒 PEGFP-N1 的 连接 


于 0.5 ml Eppendorf 管 中 依 次 加 入 : WRK 18 pl. 10XT4 连接 缓冲 液 3 pl. 
pEGFP-N1 5 岂 、C 基因 3 几 、T4 连接 酶 1 pl. SUG EE 16\C 连 接 过 夜 12 h。 


14.3.8 大 肠 杆 菌 感受 态 细 胞 TG1 的 制备 


(1) 将 大 肠 杆菌 TG1 接种 于 LB 平板 ，37 培 养 过 夜 。 

(2) 挑 单 菌落 于 25 ml LB 液体 培养 基 中 ， 置 37C 、240 r/min 播 床 中 ， 培 
养 至 ODeo0 #4 0. 2 一 0. 4。 

(3) 将 菌 液 倒 人 离心 管 中 ， 冰 浴 10 min 后 ， 于 4C 以 5000 r/min 离心 
10 min, 

(4) FE, DA 10 ml 用 冰 预 冷 的 0.9% NaCl 溶液 ， 洗 涤 菌 液 1 次 。 

(5) NaCl 溶液 ， 吸 尽 残 留 液体 ， 加 入 10 ml 用 冰 预 冷 的 0. 1 mol/L CaCl, 
溶液 ， Bia ， KY 20 min, 

(6) F 4°CL 5000 r/min 离心 10 min, 

(7) 弃 上 清 ， 加 入 1 ml 0.1 mol/L CaCl 溶液 悬浮 细菌 ， 分 装 成 每 管 100 pl, 
于 冰 上 以 备 24 h 内 使 用 〈 欲 长 期 使 用 ， 可 加 入 冰 预 冷 的 甘油 至 10% 浓 度 ， 冻 存 
于 一 70 包 冰箱 ) 。 
14.3.9 报告 基因 表达 载体 pPC-EGFP-N1 的 转化 

(1) 将 连接 液 置 65C 水浴 15 min, 

(2) 于 干净 的 Eppendorf 离心 管 中 ， 加 入 100 由 制 备 好 的 感受 态 细胞 ， 再 加 
和 人 15 岂 连 接 液 ， 同 时 设立 只 加 受 体 菌 、 加 了 受 体 菌 与 空白 载体 的 对 照 组 。 

(3) 小 心 混 匀 各 管 ， 冰 浴 1 h， 其 间 轻 弹 2 一 3 次 。 

(4) 置 42C 水 浴 90~120 s 后 ， 冰 浴 2 min, 


(5) 每 管 加 入 900 pl 37°C 预 热 的 LB 培养 基 ， 置 37°C HK, 200 r/min, 
0 


45 min, 
(6) 5000 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 。 
(7) 每 管 加 入 100 pl 37°C HAN) LB 培养 基 ， 悬 浮 细菌 。 
(8) 将 各 组 菌 液 涂 布 在 含有 100 pg/ml 卡 那 霉 素 (Km), X-gal 及 IPTC 的 
LB 平 板 ， 转 化 组 以 50 由 每 下 及 150 则 每 四 两 个 浓度 涂 布 ， 对 照 组 仅 涂 布 ML. 
(9) 室温 放置 30 min JG, 37° CHF 12~16 h。 


[4.3.10 质粒 的 小 量 抽 提 


采用 博大 泰克 生物 基因 技术 有 限 公司 的 B 型 质粒 小 样 快 速 提取 试剂 盒 抽 提 
所 需 质 粒 ， 操 作 步 又 见 试剂 盒 说 明 书 。 


14.3.11 报告 基因 表达 载体 pCEGFPN1 HEE 
报告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 采取 双 酶 切 及 测序 两 种 方法 鉴定 。 
14.3.11.1 双 酶 切 鉴 定 


该 鉴定 程序 通常 选用 克隆 目的 基因 时 采用 的 两 个 酶 切 位 点 〈 乔 无 特征 性 识别 
位 点 ， 可 另外 选用 目的 基因 内 的 一 个 特征 性 限制 酶 识别 位 点 )， 并 以 该 限制 酶 对 
重组 质粒 进行 双 酶 切 反 应 ， 同 时 设立 空 载 体 做 酶 切 对 照 。 酶 切 体系 通过 琼脂 糖 凝 
胶 电泳 后 ， 若 同时 出 现 与 目的 基因 大 小 一 致 的 电泳 条 带 以 及 空 载体 电泳 条 带 ， 表 
明 该 质粒 克隆 为 阳性 质粒 ， 否 则 为 阴性 质粒 。 酶 切 体系 如 下 : 双 蒸 水 20 yl, 
10X Be rb 2 3 pl, CHEB 5 pl, HindIII 1 pl, EcoRI 1 pl. WAG EF 37C 水 
% 1.5 h。 


14.3.11.2 测序 鉴定 


测序 鉴定 是 最 直接 ， 亦 是 最 具 说 服 力 的 重组 质粒 克隆 鉴定 程序 。 测 序 引物 通 
常 选用 载体 上 具备 的 通用 引物 ， 若 无 通用 引物 ， 可 自行 设计 与 空 载体 多 克隆 位 点 
两 端 匹 配 且 离 多 克隆 位 点 有 适当 距离 〈 超 过 50 bp， 以 保证 测序 结果 能 完全 宫 括 
目的 基因 序列 ) 的 引物 ， 然 后 进行 测序 反应 。 


14.4 实验 结果 
14.4.1 目的 C 基 因 的 PCR 扩 增 结果 


乙肝 病毒 C 基因 全 长 552 bp， 引 物 Pl Al P2 两 端 分 别 加 上 HindIII 和 EcoRI 
限制 性 内 切 核酸 酶 识别 位 点 。 因 此 ， 理 论 上 PCR 产物 大 小 为 556 bp。 把 样品 置 
于 0.8%% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 每 孔 加 样 5 pl KH 2 wl AY DNA marker。 其 电泳 条 带 
与 预计 大 小 相符 (A 2) 。 


“3 = 


图 2 C 基因 PCR 产物 电泳 图 
1.100 bp DNA marker; 2~7. C 基因 PCR 产物 电泳 图 


14.4.2 表达 载体 pPC-EGFP-N1 的 双 酶 切 鉴定 


报告 基因 表达 载体 全 长 约 5. 2 kb， 其 中 HBV C 基因 长 556 bp， 质 粒 pEG- 
FP-N1 4.7 kb。 经 五 zzdIII 和 EcoRI WHY) 2h), BF 0. 8% WEAR RHEE 
电泳 ， 每 孔 加 样 5 pl & 2 pl A) DNA marker。 其 电泳 条 带 与 预计 大 小 相符 (A 
3)， 选 择 第 3 号 泳 道 转化 子 进 行 测序 ， 测 序 报 告 略 。 


1 2 3 4 5 6 


4.7 kb 


1500 bp—__ 
600 bp 
500 bp —— 
400 bp 
200 bp — 
100 bp 一 


556 bp 


图 3 CS BA 2A JRL RH) HK 
1.100 bp DNA marker; 2~7. C 基因 双 酶 切 电 泳 图 


14.4.3 报告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 测序 鉴定 


我 们 构建 了 能 稳定 表达 HBV C 基因 和 绿色 菊 光 蛋白 的 报告 基因 表达 载体 ， 
此 载体 是 一 种 可 以 稳定 表达 绿色 荧光 蛋白 的 质粒 。 绿 色 菊 光 蛋 白 可 以 直接 在 荧光 
显微镜 下 观测 ， 便 于 我 们 实验 结果 的 检测 。 在 构建 过 程 中 ， 我 们 人 为 地 把 HBV 
C 基因 克隆 到 载体 pEGFP-N1 中 ， 克 隆 位 点 位 于 编码 绿色 荧光 蛋白 基因 组 之 前 ， 
使 得 我 们 所 构建 的 报告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 首先 表达 HBV C 基因 ， 继 之 
再 顺序 表达 绿色 荧光 蛋白 〈 这 种 表达 顺序 有 利于 检测 siRNA 的 干扰 效果 )。 当 我 
们 所 构建 的 siRNA 产生 干扰 效果 时 ， 剪 切 了 HBV C 基因 的 mRNA， 中断 报告 
基因 表达 载体 的 表达 ， 使 得 后 续 的 绿色 荧光 蛋白 无 法 正常 表达 。 反 之 ， 如 果 我 们 
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所 构建 的 siRNA 无 法 表现 出 干扰 效果 时 ， 报 告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 能 顺 
序 表 达 HBV C 基因 和 绿色 菊 光 蛋白 。 据 此 我 们 根据 绿色 荧光 蛋白 的 表达 与 否 ， 
判断 siRNA 是 否 对 目的 基因 的 复制 与 表达 产生 干扰 效果 。 还 可 以 根据 绿色 荧光 和 蛋 
白 表 达 量 的 多 少 ， 即 荧光 显微镜 下 观测 到 的 明暗 程度 ， 初 步 计 算 siRNA 的 干扰 
效率 。 此 报告 基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 还 可 以 对 siRNA PET HE, FFI RL 
的 siRNA， 保 留 有效 的 siRNA， 方 便 我 们 后 继 的 研究 工作 。 选 取 第 3 号 泳 道 的 
转化 子 在 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 测序 。 引 物 选用 pPEGFP-NI1 载体 正 向 引物 ， 
测序 结果 表明 ， 目 的 C 基因 序列 以 及 多 克隆 位 点 均 与 预期 结果 相符 。 对 应 位 置 
在 测序 报告 上 的 第 172 一 728 个 核 苷 酸 之 间 ， 全 长 556 bp (A 4) 。 
AAGCTT 
ATGGACATTG ACCCGTATAA AGAATTTGGA GCTTCTGTGG AGTTACTCTC 
TTITTTTGCCT TCTGACTTTT TTCCTTCTGT TCGAGATCTC CTCGACACCG 
CCTCTGCTCT GTATCGGGAG GCCTTAGAGT CTCCGGAACA TTGTTCACCT 
CACCATACAG CACTCAGGCA AGCTATTCTG TGTTGGGTTG AGTTGATGAA 
TCTGGCCACC TGGGTGGGAA GTAATTTGGA AGACCCAGCA TCCAGGGAAT 
TAGTAGTCAG CTATGTCAAT GTTAATATGG GCCTAAAGAT CAGACAACTA 
CTGIGGTTTC ACATTTCCTG TCTTACTTTT GGAAGAGAAA CTGTTCTTGA 
GTATTTGGTG TCTTTTGGAG TGTGGATTCG CACTCCTCCT GCTTACAGAC 
CACAAAATGC CCCTATCTTA TCAACACTTC CGGAAACTGC TGTTGTTAGA 
CGACGATGCA GGTCCCCTAG AAGAAGAACT CCCTCGCCTC GCAGACGAAG 
GTCTCAATCG CCGCGTCGCA GAAGATCTCA ATCTCGGGAA TCTCAATGTT 


GAATTC 
图 4 HBV C 基因 重组 表达 质粒 测序 结果 


14.5 实验 发 现 


1965 年 Blumberg 等 首次 报道 澳大利亚 抗原 。1967 年 Krugman 等 发 现 澳 大 
利 亚 抗 原 与 肝炎 有 关 ， 故 称 其 为 肝炎 相关 抗原 (hepatitis associated antigen, 
HAA), 1972 年 世界 卫生 组 织 (World Health Organization, WHO) 将 其 命名 
为 乙 型 肝炎 表面 抗原 Chepatitis B surface antigen, HBsAg), 1970 年 Dane 等 在 
电镜 下 发 现 HBV 完整 颗粒 。 称 为 Dane 颗粒 。1979 年 Galibert 测定 了 HBV 全 
基因 组 序列 ” 。HBYV 是 嗜 肝 DNA 病毒 科 〈Hepadnaviridae) 正 嗜 肝 DNA 病毒 
J& (Orthohepadnavirus) 的 一 员 ， 该 属 其 他 成 员 包 括 土 拨 鼠 肝炎 病毒 (wood- 
chuck hepatitis virus, WHV) 及 地 松鼠 肝炎 病毒 Cground squirrel hepatitis vi- 
rus, GSHV), HBV 的 致 病 机 制 尚 不 清楚 ，HBV 和 宿主 之 间 的 相互 作用 是 导致 
ABV 感染 的 发 生 、 发 展 与 临床 转 归 的 关键 。 尤 其 是 人 类 白细胞 抗原 (HLA) A 
统 可 能 影响 宿主 对 HBV 的 易 感性 、 免 疫 应 答 ， 甚 至 抗 病毒 药物 的 疗效 。 
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我 们 发 现 PCR 扩 增 的 HBV C 基因 全 长 556 bp， 与 我 们 理论 上 预计 的 目的 
基因 产物 大 小 相 一 致 〈 图 2) 。 通 过 对 载体 pC-EGFP-N1 HOM BE, AFR 
告 基 因 表 达 载 体 pC-EGFP-N1 全 长 约 5. 2 kb (其 中 C 基因 长 556 bp， 质 粒 pEG- 
FP-N1 长 4.7 kb) ， 与 我 们 理论 上 预计 的 大 小 相 一 致 〈 图 3) 。 我 们 进一步 对 报告 
基因 表达 载体 pC-EGFP-N1 测序 鉴定 ， 发 现 首 次 成 功 构 建 了 能 稳定 表达 HBV C 
基因 和 绿色 荧光 蛋白 的 报告 基因 表达 载体 pPC-EGFP-N1。 当 所 构建 的 siRNA 产 
生 抑 制 HBV 病毒 效果 时 ，HBV C 基因 的 mRNA 被 降解 ， 中 止 了 靶 基 因 表 达 载 
体 的 表达 ， 使 得 后 续 绿 色 荧 光 蛋 白 无 法 正常 表达 。 反 之 ，pC-EGFP-N1 能 顺序 表 
达 出 C 基因 和 绿色 荧光 和 蛋白。 经 测序 发 现 ， 目 的 基因 序列 以 及 多 克隆 位 点 均 与 
预期 理论 结果 ORF 一 致 ， 我 们 还 发 现 编码 序列 克隆 到 表达 绿色 荧光 蛋白 基因 组 
载体 pC-EGFP-N1 的 上 游 ，pC-EGFP-NI1 在 启动 表达 后 ， 能 顺序 表达 出 HBV C 
基因 和 绿色 荧光 蛋白 基因 ， 接 着 在 HBV C 基因 中 止 表达 后 ， 绿 色 荧 光 蛋 白 基 因 
组 亦 终 止 表 达 。 


[ siRNA 表达 载体 的 构建 


14.1 引言 


在 前 述 研究 中 ”…*…  ， 我 们 利用 以 质粒 为 载体 的 RNAi 技术 ， 首 次 设计 构建 
了 两 个 靶 向 HBV C 基因 的 siRNA 表达 质粒 SI 和 S2， 以 及 随机 设计 的 用 于 对 照 
组 的 非 同 源 siRNA-S3， 并 把 这 三 个 靶 向 C 基因 的 siRNA 克隆 到 表达 载体 pPU6 
上 。 构 建 报告 基因 表达 质粒 pPC-EGFP-N1， 将 siRNA 表达 质粒 与 pC-EGFP-N1 
共 转 染 BHK-21 细胞 ， 观 察 靶 向 HBV C 基因 的 siRNA 在 BHK-21 细胞 中 抗 病 
毒 活性 ， 探 索 RNAi 抗 HBV 感染 治疗 的 可 行 性 ， 为 乙肝 防治 提供 理论 依据 。 


14.2 实验 材料 
I4.2.1 细胞 、 病 毒 毒 林 、 质 粒 及 菌株 


(1) 细胞 : BHK-21 细胞 ， 于 1640 培养 基 〈 含 10 为 胎 牛 血清 ， 每 升 200 万 
单位 青霉素 和 链 霉 素 ，pH 7.4) 37°C, 5% CO, 条 件 下 培养 。 

(2) 病毒 毒 株 : 由 HBV C 基因 和 表达 载体 pEGFP-N1 构建 的 pC-EGFP- 
N1， 可 以 完整 表达 HBV C 基因 ， 构 建 方法 见 工 4. 3. 1。 

(3) 质粒 : pU6 由 小 鼠 U6 启动 子 与 pCDNA3. 1B (—) 载体 重组 构建 而 
成 ， 系 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 室 构 建 及 保存 。 

(4) 菌株 : 大 肠 杆 菌 〈Escherichzia coli, E.coli) TG] 菌株 {supE hsd A5 
thi 人 (lac-proAB) F’ [traD36proAB+laclq lacZ A M15]} 系 复 旦 大 学 遗传 工程 
国家 重点 实验 室 保 存 。 
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[4.2.2 酶 及 试剂 


(1) 生化 酶 试剂 : EcoRI、HizdIII、XhoI、T4 连接 酶 、T4 多 核 苷 酸 激酶 、 
M-MuLV J 46 5 BE ADNA/HindIIl marker 和 100 bp DNA marker 等 购 自 
NEB 公司 。 

(2) 小 量 胶 回 收 试剂 盒 〈Gel Extraction Mini Kit) 购 自 上 海 博大 生物 科技 
有 限 公 司 。 

(3) BHK-21 细胞 转 染 试剂 : Lipofecta minIM2000， 购 自 Invitrogen 公司 。 

(4) RT-PCR 试剂 盒 : SYBR Premix Ex Taqg™. 


[14.2.3 其 他 试剂 
PBS 液 、1640 培养 基 ， 其 他 见 工 4. 2. 5。 


I4.3 实验 方法 


14.3.1 表达 载体 的 构建 流程 


人 工 合成 siRNA 各 片段 ， 将 各 片段 siRNA 克隆 到 表达 载体 pPU6 上 ， 此 
siRNA 表达 载体 分 别 命名 为 SI1、S2、S3， 合 成 方法 如 图 5 和 图 6。S1 的 合成 : 
合成 片段 1 和 合成 片段 2 互补 复 性 ， 纯 化 后 经 HindIll 和 EcoRI MH, BHA 
HindIII 和 EcoRI 双 酶 切 的 pU6 连接 。S2 和 S3 使 用 同一 种 方法 合成 : 合成 片段 
1、 合 成 片段 2、 合 成 片段 3 及 合成 片段 4 磷酸 化 ， 两 两 复 性 互补 形成 双 链 ， 然 
后 再 与 经 Hindlll 和 EcoRI 双 酶 切 的 pU6 连接 (图 5)。 


EcoRI 


Re Hind 一 一 人 工 合成 的 片段 
pel he -一 人 人工 合成 的 片段 2 
5.4 kb 复 性 互补 | 


双 酶 切 | EcoR\/HindIDX a) 
Amp 
pU6 
连接 
U6 启 动 子 
ys — EcoRI 
pU6-S1 
5.9 kb 一 Pd 
U6 启 动 子 


图 5 Sl 表达 载体 的 合成 过 程 
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a fom SRB AA BR 
_— Hindi 


pU6 
5.4 kb 


: 磷酸 化 , 复 性 互补 
U6 启 动 子 | EcoRI/HindIll 
双 酶 切 
4 
mp 36 互补 双 链 
连接 
U6 启 动 子 
— EcoRI 
pU6-S1 
5.9 kb ——s 
Hinditl 
U6 启 动 子 


图 6 S2 和 S3 的 合成 过 程 


[] 4.3.2 构建 siRNA 表达 载体 SI1、S2 和 S3 
14.3.2.1 siRNA 表达 模板 的 设计 


siRNA 表达 模板 的 设计 ”采用 反 向 重复 结构 ， 中 间 以 Xho! 限制 性 内 切 核 酸 
酶 识别 序列 作为 连接 便于 克隆 鉴定 ， 重 复 结构 末端 加 入 5 个 胸腺 喀 啶 〈T5) 作 
为 U6 局 动 子 的 终止 信号 。 该 模板 在 pU6 载体 中 克隆 ， 经 U6 启动 子 转录 获得 
ssSRNA， 预 期 折 释 形成 shRNA， 并 在 细胞 内 经 Dicer HY) FRA RA BN A 
A) siRNA (Ul 3. 3. 4. 2 中 图 3) 。 


I4.3.2.2 siRNA 表达 模板 的 化 学 合成 与 拼接 


S] 表达 模板 的 化 学 合成 方法 : 分 别 合成 完整 的 S1 正 链 和 负 链 ， 并 在 模板 序 
列 的 两 端 分 别 引 入 EcoRI 和 Hind II] 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 ， 双 链 复 性 互 
补 ， 并 与 pU6 连接 。S2 和 S3 则 采用 另 一 种 化 学 合成 方案 : 即 采 取 正 负 链 分 段 
合成 〈 一 个 siRNA 分 别 合成 4 段 单 链 )， 并 在 模板 序列 的 两 端 分 别 引 和 人 酶 切 后 的 
EcoRI 和 HindIII 限制 性 内 切 核 酸 酶 位 点 ， 然 后 磅 酸化 ， 各 链 之 间 复 性 互补 ， 连 
接 。 各 个 SIRNA 表达 模板 序列 如 下 : 


1) siRNAI 


Sl 合成 片段 1 Al : 5-CCC GAATTC CATAT TTCTT AAACC TCGAA 
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Oe 


SACA CTCOGAG TGTG TICGA GGTTT AAGAA ATATG TTTTT AAGCTT 
GCG-3’ 

Bie itreee? A2. 5'-CGC AAGCTT AAAAA GATAT TICIT AAACC 
mecAA CACA CICGAG TGTG TICGA, GGTTT AAGAA ATATG GAA 
TTC GGG3’ 

#2 jn] HBV C 基因 的 第 15 一 38 位 核 苷 酸 ， 预 计 长 度 为 24 bp 的 siRNA, 


2) SIRNA2 


S2 SARE 1 Bl: 5’-AATTC AATCA TCAGT CGATA CAGTT ACAA 
C -3' 

S22RR& 2 B2: 5'-TOGAG TIGTA ACTGT ATCGA CTIGAT GAIT 
we 1TT A -3: 

S2 Smt BE 3 B3: 5'-TAGAG TTGTA ACTGT ATCGA CTGAT GATT 
G3’ 

S2 ARH BE 4 B4: 5’-AGCTT AAAAA AATCA TCAGT CGATA CAGTT 
ACAA C-3’ 

#2 Ja] HBV C 基因 的 第 250 一 273 位 核 苷 酸 ， 预 计 长 度 为 24 bp HY siRNA, 
且 在 5 端 和 3 端 分 别 引入 不 完整 的 EcoRI、XhoI 及 HindIII] 酶 切 位 点 。 


3) siRNA3 


ATTCAGCTTAACCAROCRAGTAATG ATCG 
G3! 

eet 2 (2. 5'-TCGAG CGATC ATTAC TIGGA TGCIT AAGT 
wert Ty A-3' 

eee ss C3. 5 -TCGAG CGATC ATTSC TICGGA TGCTT AAGT 
G-3' 

S3 SAH BE 4 C4; 5’/-AGCTT AAAAA ACTTA AGCAT CCAAG TA- 
ft ATCGC3' 

该 序列 随机 设计 ，GC 含量 与 SI 和 S2 大 致 一 样 ， 预 计 长 度 为 24 bp 的 对 照 组 
siRNA， 并 且 在 5 端 和 3 端 分 别 引 入 不 完整 的 EcoRI, Xhol 及 HindI] 酶 切 位 点 。 


TI4.3.2.3 pU6 和 siRNA 模板 序列 磷酸 化 、 变 性 、 双 酶 切 及 连接 
1) pU6 载体 的 双 酶 切 体系 


双 蒸 水 20 ul, 10 义 缓冲 液 ars ul, pU6 5 ul, Hindlll 1 pl, EcoRI 1 ul, YE 


合 均匀 后 ， 于 37°CsK¥ 1.5 h, 
¢ 109 « 


2) Sl 模板 序列 的 磷酸 化 体系 


10XT4 PNK 缓冲 液 
ATP (10 mmol/L) 
S] 合成 片段 1 

Sl 合成 片段 2 

T4 PNK 

总 体积 


3) S2、S3 模板 序列 的 磷酸 化 体系 


双 蒸 水 

10XT4 PNK 缓冲 液 
ATP (10 mmol/L) 
合成 片段 ] 

合成 片段 2 

合成 片段 3 

合成 片段 4 

T4 PNK 

总 体积 


4.3.2.4 S1、S2 和 S3 变性 互补 ， 沉 淀 


(1) 往 磷 酸化 反应 管 中 加 入 4 pl NaCl (1 mol/L) 溶液 ， 然 后 轻 轻 在 液体 表 


面 滴 上 石蜡 油 ， 直 至 铺 满 液 体 表面 。 


(2) 100C 水 浴 1 min， 自 然 冷 却 至 室温 。 
(3) 小 心 吸 去 大 部 分 石 螨 油 ， 然 后 轻 轻 加 入 少量 的 乙醇 抽取 残留 石蜡 油 ， 最 


后 让 残留 的 乙醚 自然 挥发 ， 直 至 无 味 。 


(4) 加 入 1/10 体积 0.1 mol/L MgCl,, 1/10 体积 3 mol/L NaAc (pH 
5.2), WAR 2 倍 体积 无 水 乙醇 。 混 匀 冰 浴 超 过 1h. 15 000 r/min 离心 15 min, 


弃 废 液 保留 沉 省 部 分 。 


(5) 加 入 500 pl 70%% 的 乙醇 溶液 ， 轻 轻 洗 桨 ，15 000 r/min 离心 1 min， 弃 
除 乙 醇 液 体 。 重 复 洗 涤 一 次 。 在 重复 过 程 中 ，15 000 r/min 离心 1 min 后 ， 再 次 
用 离心 机 将 残留 液体 轻 轻 甩 至 离心 管 底 部 ， 后 以 微量 移 液 器 将 其 小 心 吸 去 。 


1 


20 a 
Pia 
4 yl 
5 yl 
5 yl 
Lal 

30 yl 


ata 
A gl 
£ jal 
dual 
3 pl 
3 pl 
3 pl 
ta 
30 pl 


(6) 将 离心 机 置 于 37Y 恒 温 箱 或 室温 自然 防 干 , 用 20 pl TE 缓冲 液 充 分 浴 
解 ， 储 存 于 一 20 人 冰箱 备用 。 


IT4.3.2.5 连接 


(1) S] 合成 片段 的 连接 。 双 莹 水 18 由 、10XT4 连接 缓冲 液 3 pl, pUs 
2 wl, Sl 合成 片段 3 wlX2、T4 连接 酶 1 pl, ROT 16°C BWR 12h. 

(2) S2，S3 合成 片段 的 连接 。 双 蒸 水 16 中、10XT4 连接 缓冲 液 3 pl, pU6 
2 ul, S2/S3 合成 片段 plX<4, 14 连接 酶 1 pl, BOR BT 16 CHEW 12h. 


14.3.3 大 肠 杆 菌 感 受 态 细胞 TG 的 制备 
HL I 4. 3.8. 

14.3.4 重组 siRNA 表达 载体 的 转化 
HL 1 4.3.9, 

14.3.5 质粒 的 小 量 抽 提 


按照 博大 泰克 生物 基因 技术 有 限 公 司 的 B 型 质粒 小 样 快速 提取 试剂 盒 说 明 
书 抽 提 所 需 质粒 。 


14.3.6 重组 siRNA 表达 载体 的 鉴定 
siRNA 表达 载体 采取 单 酶 切 、 双 酶 切 及 测序 三 种 方法 鉴定 。 
14.3.6.1 单 酶 切 鉴 定 


选取 目的 基因 内 存在 的 一 个 或 多 个 特征 性 限制 性 内 切 核 酸 酶 识别 位 点 ， 并 以 
该 内 切 酶 对 重组 质粒 进行 单 酶 切 反 应 ， 同 时 设立 空 载体 酶 切 对 照 。 酶 切 体系 通过 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 ， 若 电泳 条 带 单一 、 且 大 小 适当 ， 表 明 该 质粒 克隆 为 阳性 ， 否 
则 为 阴性 。pU6 载体 内 无 Xhol 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 ， 而 我 们 在 设计 siR- 
NA 时 ， 人 为 地 引入 了 特异 性 内 切 核酸 酶 限制 位 点 Xhol, BAER Xhol 酶 切 的 重 
组 克隆 载体 认为 是 阳性 区 隆 。 酶 切 体系 如 下 : 


RL RIK 14. 3 pl 
10 义 缓冲 液 2 2 ul 
100 BSA 0.2 a 
siRNA 3 pl 
Xhol 0.5 pl 


* iil 


14.3.6.2 双 酶 切 鉴定 
ee See 
14.3.6.3 测序 鉴定 


我 们 所 构建 的 SIRNA 表达 载体 的 测序 引物 选用 pCDNA3. 1B (—) 载体 反 
向 引物 ， 即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3'。 测 序 在 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 
公司 进行 。 
14.4 实验 结果 
I4.4.1 S1、S2 及 S3 单 酶 切 鉴定 


pU6 载体 内 无 Xhol 限制 性 内 切 核酸 酶 限制 性 位 点 ， 而 我 们 在 设计 siRNA 
时 ， 人 为 地 引入 了 特异 性 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 XhoI， 故 能 被 XAoI 酶 切 的 
重组 克隆 载体 可 认为 是 阳性 克隆 。 酶 切 产 物 进 行 0.8%% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 每 孔 加 
样 5 Al 及 3 wl AY loading buffer, 5.4 kb 大 小 的 条 带 为 SI:、S2 和 S3 单 酶 切 电泳 
Rie 〈 图 7 一 图 10). 


6 kb 
Oxy, 


一 六 


5.4 kb— 5.4 kb —— 


el lal 


图 7 Sl SAR) Hk A 图 8 S2 单 酶 切 电 泳 图 
1~3. 3 个 转化 子 ; 4. 1000 bp DNA marker; 1~3. 3 个 转化 子 ，4. 1000 bp DNA marker; 
选择 第 2 号 孔 进 行 测序 选择 第 3 号 孔 进行 测序 


14.4.2 S1、S2 及 S3 双 酶 切 鉴 定 


S] 的 双 酶 切 鉴定 〈 图 10) ， 采 用 2%% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 每 孔 加 样 12 pl 
酶 切 产 物 及 3 pl HY loading buffer, 5.4 kb 大 小 的 条 带 为 载体 电泳 条 带 ，66 bp 
的 条 带 为 S1 双 酶 切 电泳 条 带 。 选 取 第 2 号 孔 进 行 测 序 〈 样 品 同 单 酶 切 第 2 号 
条 带 ) 。 


二 112 « 


— 5.4kb 


U7 6kb 
— 5kb 


fr gis kb 


5.4kb — 


nai as 79 4 
1 kb 
图 9 = S3 单 酶 切 电泳 图 图 10 Sl 重组 表达 质粒 双 酶 切 产 物 电 泳 图 
1~3. 3 个 转化 子 ; 4.1000 bp DNA marker; 1. 100 bp DNA marker; 
选择 第 2 号 孔 进 行 测序 2、3. S] 重组 质粒 


S2、S3 的 双 酶 切 鉴 定 〈 图 11) RAN 2% PY SRAB RE Be Hk, EFL IEF 12 
凡 酶 切 产 物 及 3 pl AY loading buffer, 5.4 kb 条 带 是 载体 电泳 条 带 ，66 bp 条 带 
分 别 是 S2 及 S3 双 酶 切 后 的 电泳 条 带 。 其 中 2 一 4 号 孔 样品 为 S2，5 一 7 为 S3。 
S2 选取 第 3 号 孔 〈 样 品 同 单 酶 切 的 第 3 号 孔 )，S3 选取 第 5 号 孔 〈 样 品 同 单 酶 切 
的 第 2 号 孔 ) 测序 。 


5.4 kb 


66bp 


图 11 S2、S3 重组 表达 质粒 双 酶 切 产 物 电泳 图 
1.100 bp DNA marker; 2~4. S2 重组 质粒 ; 5 一 7. S3 重组 质粒 


14.4.3 Sl, SQA Sa FRE 


Tc HR EAS) Be LET BAe FE EE EAE TBA PRS | 
用 pCDNA3. 1B (一 ) 载体 反 向 引物 ， 即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3 '。 
Sl. S2 和 S3 重组 质粒 测序 报告 目的 基因 分 别 位 于 第 822 一 880、 第 698 一 756、 
第 159 一 216 位 核 苷 酸 之 间 ， 大 小 为 58 bp， 均 与 预计 大 小 相同 。 测 序 结果 也 表 
明 ，S1、S2 及 S3 重组 质粒 序列 以 及 多 克隆 位 点 均 与 预期 相符 ， 克 隆 正 确 。 测 序 
报告 略 。 
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14.5 实验 发 现 


在 本 研究 中 3 个 SIRNA 表达 载体 的 构建 分 别 采 用 了 两 种 构建 方法 ， 其 中 第 
一 个 siRNA 表达 载体 S1 的 构建 技术 是 人 工 合成 完整 的 单 链 DNA， 包 括 前 插 人 
序列 和 后 插 人 序列， 并 在 shRNA 两 端 引入 EcoRI 和 HindIII 限制 性 内 切 核 酸 酶 
位 点 ， 以 便于 克隆 到 表达 载体 pU6 上 。 同 时 在 一 条 单 链 的 前 插 人 序列 和 后 插 人 
序列 之 间 ， 引 入 Xhol 限制 性 内 切 核酸 酶 位 点 ， 原 始 的 表达 载体 pU6 并 不 包含 此 
限制 性 内 切 核 酸 酶 位 点 ， 这 样 便于 克隆 后 的 单 酶 切 鉴 定 。 此 方法 设计 的 单 链 
DNA 因为 包含 有 可 以 互补 的 和 后 插 人 序列 ， 故 可 自身 互补 形成 shRNA， 这 种 自 
身 互 补 形成 的 shRNA 不 能 克隆 到 表达 载体 pPU6 上 ， 使 得 重组 效率 十 分 低下 。 从 
理论 上 来 说 ， 自 身 互 补 形成 shRNA 的 概率 为 66% (一 条 链 自身 互补 率 为 33%， 
两 条 链 即 为 66%) ， 而 双 链 正确 互补 的 概率 只 为 33% 。 经 实验 证 明 ， 因 为 有 理化 
和 (或 ) 其 他 干扰 因素 的 存在 ， 实 际 上 双 链 正确 互补 的 效率 远 远 低 于 33%， 不 
利于 siRNA 表达 载体 的 构建 。 此 外 ， 由 于 单 次 人 工 合成 的 DNA 双 链 过 长 〈S1 
每 条 单 链 的 合成 长 度 为 79 bp)， 增 大 了 人 工 合成 过 程 中 出 错 的 概率 ， 以 及 增加 
人 工 合成 的 成 本 ， 不 利于 大 量 siRNA 表达 载体 的 构建 。 其 次 ， 还 需 经 过 双 酶 切 、 
纯化 等 步 又 处 理 ， 增 加 工作 量 ， 使 得 人 工 操作 过 程 出 错 的 概率 增加 。 

由 于 人 工 合成 完整 的 单 链 DNA (包括 前 插 和 人 序列 和 后 插 人 序列 ) 极 易 自身 
互补 形成 shRNA， 故 我 们 考虑 分 段 合成 ， 即 单独 合成 正 、 负 链 的 前 插 人 序列 及 
后 插 和 人 序列 ， 然 后 把 正 链 的 前 插 和 人 序列 和 负 链 的 后 插 人 序列 复 性 互补 ， 正 链 的 后 
插入 序列 和 负 链 的 前 插 人 序列 单独 复 性 互补 ， 再 经 过 双 酶 切 与 表达 质粒 PEGFP- 
NI] 连接 。 但 是 通过 这 种 方法 所 获得 的 两 条 互补 双 链 过 于 短小 〈 每 条 双 链 均 为 30 bp 
左右 ) ， 导 致 双 酶 切 效率 低下 。 我 们 在 实验 过 程 中 采用 12 h 的 酶 切 时 间 ， 也 不 能 
完全 有 效 地 进行 切割 ， 从 而 降低 了 连接 效率 ， 增 加 了 筛选 阳性 克隆 的 难度 。 

鉴于 S1 的 构建 方法 不 利于 siRNA 表达 载体 的 构建 ， 我 们 首创 了 一 种 方便 、 
简洁 的 siRNA 构建 方法 ，siRNA 表达 载体 S2 及 对 照 组 S3 都 选用 此 方法 进行 构 
建 : 根据 XhnoI 限 制 性 内 切 核酸 酶 的 切割 位 点 ， 把 单条 shRNA 分 为 两 条 单 链 
DNA 人 合成， 分别 引 入 不 完整 的 EcoRI 和 HindIII 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 。 
即 B1 人 工 合成 单 链 在 其 5 端 含有 5 -AATTC-3 ， 是 限制 性 内 切 核酸 本 酶 切 位 点 
EcoRI (5'-GAATTC-3') 经 酶 切 后 残留 于 下 游 的 碱 基 片 段 ， 可 以 和 载体 pPU6 经 
EcoRI 酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 片 段 5 -G-3' 相 连接 ;Bl1 人 工 合成 单 链 的 3 端 含 
有 5'-C-3' 碱 基 片 段 ， 是 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 XhoI (5 -CTCGAG-3 ) 经 
酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 片 段 。B2 人 工 合成 单 链 的 5 端 则 含有 5 -TCGAG-3 碱 
基 片 段 ， 为 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 Xhol 经 酶 切 后 残留 于 酶 切 位 点 下 游 的 碱 
基 片 段 ， 经 过 连接 酶 的 作用 ， 可 以 和 含有 经 EcoRI 酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 片 
Be 5'-C-3' WY Bl 相连 接 ，B2 人 工 合成 单 链 的 3 端 含有 5 -A-3 碱 基 残 端 ， 是 限制 
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竹内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 Hind 经 酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 片段 ， 其 可 以 和 含有 


5 -AGCTT-3 ' 碱 基 残 端的 pU6 相连 接 ， 此 碱 基 残 端 是 PUGS 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 
酶 切 位 点 HizdIII 经 酶 切 后 残留 于 下 游 的 碱 基 残 端 。 同 理 ，S2 的 负 链 从 5 端 到 


3 端 和 正 链 的 方向 相反 ， 故 其 所 含有 的 酶 切 碱 基 残 端 也 与 正 链 相 反 。 即 B3 的 5 


端 含有 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 XhoI 酶 切 后 残留 于 下 游 的 碱 基 片 段 5 -TC- 
GAG-3'， 其 3' 端 含有 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 EcoRI 酶 切 后 残留 于 上 游 的 5- 
G-3' 碱 基 片 段 。B4 的 5 ' 端 含有 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 Hind I 经 酶 切 后 残 
留 于 下 游 的 5-AGCTT-3' 碱 基 片 段 ; 而 B4 的 3" 端 则 含有 5 -C-3 ' 碱 基 残 端 ， 是 限 
制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 Xhol 酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 片 段 〈 图 12) 。S3 表达 
质粒 的 构建 同 S2 的 构建 方法 。 此 方案 最 主要 的 优点 是 : 首先 ， 避 免 了 自身 互补 
形成 shRNA， 从 而 提高 siRNA 的 构建 效率 ; 其 次 ， 所 引入 的 酶 切 位 点 为 不 完整 
的 Xhol 和 EcoRI 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 ， 无 需 双 酶 切 即 可 直接 和 经 Xhol 
及 EcoRI! 双 酶 切 的 pU6 相连 接 ， 减 少 了 操作 步 又， 降低 了 人 工 操作 过 程 中 可 能 
出 现 的 错误 ;最 后 ， 因 每 条 单 链 的 合成 碱 基数 减少 ， 降 低 了 人 工 合成 过 程 中 可 能 
出 现 的 错 配 率 ， 使 得 正确 性 提高 ， 同 时 降低 了 成 本 ， 使 得 siRNA 载体 的 构建 经 
济 、 方 便 ， 为 大 量 构建 siRNA 提供 了 一 种 全 新 的 模式 。 
Bl 
5'-AATTC-AATTCAATCATCAGTCGATACAGTTACAA-C-3' 


3'-G-TTAAGTTAGTAGTCAGCTATGTCAATGTT-GAGCT-S' 
B3 


B2 


5'-TCGAG-TTGTAACTGTATCGACTGATGATT-TTTTT-A-3' 
3'-C-AACATTGACATAGCTGACTACTAA-AAAAA-TICGA-S' 


B4 


连接 酶 连接 


5'-AATTC-AATTCAATCATCAGTCGATACAGTTACAA-CTCGAG-TTGTAACTGTATCGACTGATGATT-TTTTT-A-3' 
3'-G-TTAAGTTAGTAGTCAGCTATGTCAATGTT-GAGCTC-AACATTGACATAGCTGACTACTAA-AAAAA-TTCGA-S' 


完整 的 S2 


12 S2 的 构建 方法 ， 下 画 线 部 分 为 人 工 合成 
各 段 单 链 的 碱 基 残 端 ; S3 的 构建 同 S2 


此 技术 还 有 利于 预 试验 对 siRNA 的 筛选 。 人 工 设计 并 合成 的 siRNA 不 一 定 
都 能 产生 有 效 的 干扰 效果 ， 故 我 们 可 以 用 此 技术 合成 的 SIRNA 和 加 基因 同时 转 
染 细 胞 ， 并 观察 其 对 靶 基 因 的 干扰 效果 。 保 留 有 效 的 SIRNA, BH ARH 
siIRNA， 从 而 大 大 减少 构建 siRNA 表达 载体 的 步骤 ， 提 高 了 试验 效率 。 
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I RNAi st HBV 感染 的 研究 


4.1 引言 


RNA 7 CRNA interference, RNAi) 是 20 世纪 90 FRAKXAAHW AH ， 


核 生 物 细 胞 在 转录 后 引发 基因 沉默 的 分 子 机 制 2 。 诱 发 RNAi 的 最 关键 分 子 是 长 
度 为 19 一 27 (HRA OE RNA, KA) Fit RNA (small interfering RNA, 


siRNA)， 并 由 一 系列 蛋白 复合 体 介 导 ， 对 与 之 具有 序列 同 源 性 的 基因 在 转录 、 | 
转录 后 、 翻 译 等 水 平 进 行 表 达 调 控 。siRNA 可 以 由 细胞 内 源 性 产生 ， 或 者 由 外 


源 性 如 病毒 感 当 、 转 座 子 侵入 或 质粒 转 染 表达 产生 ” 。 在 前 面 第 1 一 3 Sep 


述 了 RNAi 的 分 子 机制 及 作为 一 种 新 的 抗 病毒 手段 应 用 于 人 类 抵抗 重大 病毒 性 传 


染病 的 研究 获得 了 成 功 。 本 文 在 前 期 的 研究 工作 基础 上 ， 探 讨 了 RNAi 抗 
HBV 感染 的 研究 。 


亚 4.2 ”实验 材料 
HL] 4. 2. 
14.3 ”实验 方法 
[4.3.1 BHK-21 细胞 的 培养 及 保存 
(1) 把 保存 的 菌 种 〈 液 所 中 保存 ) 放 到 37C 水 浴 锅 中 ， 直 到 菌 液 完全 融化 。 


| 


(2) 往 细胞 培养 瓶 中 加 入 5 ml 1640 培养 基 ， 然 后 用 移 液 器 把 完全 融 解 的 菌 “ 


种 转移 到 培养 瓶 中 。 放 人 培养 箱 (37°C, 5%H9 CO.) 中 ， 培 养 至 瓶 底 长 满 细胞 
7A Ak. 

(3) 在 培养 过 程 中 ， 因 为 养分 的 消耗 以 及 细胞 本 身 的 代谢 物 排出 ， 故 需要 补 
充 新 鲜 的 培养 基 。 倒 奔 培 养 瓶 中 无 养分 的 培养 基 ， 然 后 用 PBS 液 洗涤 一 遍 ， 弃 
PBS 液 ， 加 入 新 鲜 的 培养 基 。 继 续 放 人 培养 箱 培养 。 

(4) 但 培养 瓶 瓶 底 长 满 细 胞 后 ， 弃 除 无 养分 的 培养 基 ， 用 PBS 液 洗涤 一 遍 ， 
然后 加 入 胰 酶 消化 贴 壁 的 细胞 30 s~1 min。 再 加 入 新 鲜 培 养 基 ， 用 移 液 器 吹 打 ， 
把 培养 瓶 瓶 底 的 细胞 完全 吹 打下 来 。 此 含有 细胞 的 培养 基 可 以 用 来 转 染 ， 也 可 以 
用 来 保存 菌 种 。 

(5) 菌 种 的 保存 方法 : 把 含有 细胞 的 培养 基 倒 人 离心 管 中 ，2000 rmin， 离 
心 10 min。 奔 上 清 液 ， 保 留 细胞 沉淀 。 加 入 800 pl 新 鲜 培 养 基 和 200 pol 二 甲 基 
亚 碘 ， 转 移 到 保 种 管 中 。 于 4'C 预 冷却 30 min， 然 后 于 一 20C 冷 却 2 h， 再 把 保 
种 管 放置 到 液 氮 瓶 口 30 min， 最 后 置信 液 氮 瓶 中 长 期 保存 。 
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4.3.2 siRNA RK RMBSREAARARK PC-EGFP-N1 H#H# 
BHK-21 细胞 


操作 主要 根据 Invitrogen 公司 的 Lipofectamin™ 2000 转 染 试剂 说 明 书 进行 。 

(1) 将 BHK-21 细胞 培养 于 96 孔 培 养 板 中 ， 直 至 铺 满 90 久 一 95 狼 的 孔 底 
面积 。 

(2) 转 染 前 ， 吸 去 96 板 孔 里 的 DMEM 培养 基 ， 加 入 不 含 血 清和 抗生素 的 
新 鲜 培 养 基 。 

(3) DNA/ 脂 质 体 混合 物 的 制备 : 取 3 pl (4 600 ng) 的 pPC-EGFP-N1 和 
3 pl (24 300 ng) AY siRNA 表达 质粒 稀释 于 50 则 无 血清 无 抗生素 的 DMEM 培 
养 基 中 〈 同 时 作 pC-EGFP-N1 单质 粒 转 染 对 照 )， 轻 轻 混 匀 一 ~ 取 3 wl [ 脂 质 体 
FAS (uD) SRA (ug) 比 约 为 2 : 1~3+ 1) Lipofectamin™ 2000 〈 脂 质 体 
使 用 之 前 应 轻 轻 摇 义 ) 稀释 于 50 pl 无 血清 无 抗生素 的 DMEM 培养 基 中 ， 轻 轻 
混 匀 一 ~ 将 质粒 稀释 液 和 脂 质 体 稀 释 液 置 于 室温 5 min 一 ~ 静 置 后 ， 将 质粒 稀释 
液 和 脂 质 体 稀释 液 混合 〈 总 体积 约 100 uD, BEES), STH 25 min. 

(4) Be. 静 置 后 ， 往 质粒 脂 质 体 混合 液 中 加 入 50 由 无 血清 无 抗生素 的 培 
养 基 ， 使 总 体积 约 为 150 wl， 轻 轻 混 匀 一 ~ 吸 去 96 孔 细 胞 培养 基 ， 每 孔 加 入 
50 由 质粒 脂 质 体 混合 液 ， 每 个 样品 作 3 个 重复 孔 ， 前 后 左右 轻 轻 摇 勺 一 ~ (者 脂 
质 体 对 细胞 的 毒性 大 ， 在 加 入 混合 液 的 4 一 6 h 后 可 吸 去 混合 液 ， 然 后 加 入 50 yl 
新 鲜 完 全 培养 基 ) 一 ~ 置 于 细胞 培养 箱 37C 、5%CO, 条 件 下 培养 。 


亚 4. 3.3 ”荧光 显微镜 观察 


质粒 转 染 24 h 后 ， 使 用 Olympus BH-2 型 灾 光 显微镜 观察 BHK-21 细胞 中 
绿色 荧光 蛋白 的 表达 情况 ， 并 使 用 Nikon E950 型 数码 相机 在 放大 40 倍 并 曝光 
4 s 的 条 件 下 ， 记 录 每 孔 细胞 具有 代表 性 的 可 见 光 视 野 和 相应 的 紫外 光 视 野 。 


14.3.4 总 RNA 的 抽 提 


(1) 取 适 量 的 细胞 冻 融 液 ， 加 入 50 pl TRizol 试剂 ，25" 环 境 下 放置 min, 
(2) 加 入 10 pl Afi. HUGH 15 s，25 环 境 下 放置 3 min, 
(3) -4°CF, 12 000 r/min 高 化 20 min, 
(4) RERIA, WASSMW RAR. JRE 15 min, 
(5) 于 4C 下 ，12 000 r/min 离心 20 min Ja, FA 1 ml 75% 的 乙醇 洗涤 沉淀 一 次 。 
(6) 弃 乙 醇 ， 吸 尽管 壁 孔 残留 液体 ， 室 温 晾 干 。 
(7) 每 管 加 入 20 由 无 RNase 水 溶解 RNA，65C 水 浴 10 min, 
(8) 使 用 OD:se 、OD:s 吸 光度 法 判断 总 RNA 样品 的 纯度 ， 并 进行 定量 。 
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4.3.5 反 转 录 生 成 第 一 链 cDNA 


试验 步 又 根据 说 明 书 操作 。 
(1) 将 经 过 定量 的 样品 稀释 到 同一 浓度 。 每 个 样品 终 浓度 为 0.05 ng/ 由 。 | 
(2) 在 无 菌 管 中 加 入 以 下 样品 : 


总 RNA 10 pl (0.5 pg) 
oligo dT23 VN 引物 (50 mmol/L) 2 pl 
dNTP 4% (2.5 mmol/L) 4 pl 
总 体积 16 pl | 


(3) 70C 加 热 5 min， 短 暂 离 心 后 置 于 冰 上 。 
(4) 混合 以 下 样品 : 


步骤 1 的 RNA/ 引 物 /dNTP 16 pl 
10 义 R 工 反应 缓冲 液 2 pl 
RNase 抑制 剂 1 pl 
M-MuLV 反 转 录 酶 1 pl 
总 体积 20 pl 


(5) 42°C#a FF 1h. 

(6) 95°C 5 min， 使 酶 失 活 。 

(7) 加 入 RNaseH 1 pl (2U), 37°C 作用 20 min 降解 RNA, #)q 95°C 
5 min, 使 酶 失 活 。 

(8) 用 无 核酸 酶 污染 的 水 将 反应 体系 稀释 到 50 由 ， 取 2 pl 进行 PCR 扩 增 反应 。 


4.3.6 RT-PCR 4738 cDNA 
C1) 根据 试剂 盒 说 明 进 行 RT-PCR 操作 。 向 PCR 管 里 分 别 加 入 下 列 试剂 


反 转 录 生 成 的 cDNA 10 pl 
反应 缓冲 液 (dNTP, %%) 18 pl 
引物 1 1 pl 
引物 2 1 pl 
总 体积 30 pl 


混合 均匀 后 ， 置 于 RT-PCR 扩 增 仪 进行 PCR 反应 。 反 应 条 件 如 下 : 


¢ 118 = 


94°C 5 min 

ait 30 s 

=i 30 s 40 个 循环 
ap 30 s 

Pe 10 min 


14.4 实验 结果 
14.4.1 _ siRNA 干扰 靶 基因 的 荧光 显微镜 图 


本 实验 构建 了 3 个 siRNA 表达 载体 SI1、S2 和 S3， 其 中 S1、S2 靶 向 HBV 
C 基因 有 基因 同 源 性 ，S3 是 随机 设计 的 对 照 的 非 同 源 sRNA。 我 们 的 研究 结果 
发 现 SI 和 S2 可 以 有 效 地 抑制 HBV C 基因 的 复制 与 表达 ，S3 则 不 能 产生 抑制 效 
时 (图 14、15 #17). 

从 荧光 显 微 照片 我 们 可 以 很 清楚 地 看 到 : S1 和 pC-EGFP-N1 共 转 染 组 、S2 
和 pC-EGFP-N1 共 转 染 组 、S1 十 S2 和 pC-EGFP-N1 共 转 染 组 中 绿色 荧光 蛋白 表 
达 量 明显 少 于 对 照 组 1 (只 转 染 pPC-EGFP-N1 组 ) 和 2 (S3 和 pC-EGFP-N1 i 
转 染 组 ) 。 如 前 所 述 ， 当 siRNA 诱发 RNAi NM, BY S AA F2ER—HBV C 
基因 的 mRNA， 中 止 了 靶 基因 的 表达 ， 从 而 中 止 了 报告 基因 表达 载体 pC-EGFP- 
NI 的 正常 表达 ， 使 得 报告 基因 表达 载体 中 的 绿色 荧光 蛋白 表达 终止 ， 表 明 
siRNA 表 达 载 体 S1 和 S2 在 BHK-21 细胞 中 可 以 有 效 抑制 HBV C 基因 的 复制 与 
表达 。 

为 了 检测 sRNA 对 HBV C 基因 表达 的 抑制 效率 ， 将 SIRNA 表达 质粒 〈96 
孔 板 ，100 ng/ 每 孔 ) 以 及 报告 基因 表达 载体 pPC-EGFPN1 (96 孔 板 ，200 ng/ 每 孔 ) 


图 13 #64 pC-EGFP-N1 基因 组 〈 对 照 组 1) 图 14 共 转 染 pC-EGFPN1 和 Sl1 组 
放大 40 倍 并 曝光 4 s 放大 40 倍 并 曝光 4 s 


a Ws 


共 转 染 BHK-21 细胞 。 转 染 后 24 h 从 多 个 水 平 检测 绿色 次 光 恒 白 表达 情况 ， 结 
果 见 图 13 一 图 17。 


图 15 共 转 染 pC-EGFP-N1 和 S2 组 图 16” 共 转 染 pC-EGFP-N1、S1 All S24 
放大 40 倍 并 曝光 4 s 放大 40 倍 并 曝光 4 s 


图 17 共 转 染 pC-EGFP-N1 和 S3 组 〈 对 照 组 2) 
放大 40 倍 并 曝光 4 s 


4.4.2 实时 荧光 定量 PCR 结 采 


为 了 证 明 上 述 结 果 的 正确 性 和 可 靠 性 ， 我 们 通过 实时 荧光 定量 PCR 进一步 
证 实 了 Sl 和 S2 对 HBV C 基因 有 明显 的 抑制 效果 。 对 照 组 1 和 2 的 ct 值 分 别 是 
9 和 8.8; Sl 干扰 组 、S2 干扰 组 及 S1 十 S2 共 干 扰 组 的 ct 值 分 别 为 20.9、21. 1 
和 18.4 (ct 值 越 小 ， 说 明 PCR 扩 增 峰值 出 现 得 越 早 ， 即 cDNA 的 起 始 量 越 大 ， 
表明 靶 基 因 HBV C 基因 的 mRNA 量 越 多 ;反之 则 表明 HBV C 基因 的 mRNA 
量 较 少 ) ， 它 们 之 间 函 数 曲 线 ct 值 比 较 差 异 显著 ,证实 了 S1、S2 能 有 效 干 扰 
HBV C 基因 的 复制 与 表达 〈 图 18 和 图 19). 

本 研究 还 表明 单独 使 用 一 种 siRNA (S1 或 S2) 与 联合 使 用 S1+-S2 进行 干 


0 


i 


| 
re 其 干扰 效率 相似 。 并 没 出 现 预 期 估计 的 联合 使 用 两 种 SIRNA 的 干扰 效率 大 
手 单 独 使 用 一 种 siRNA 的 干扰 效率 的 结果 。 
本 实验 结果 亦 表明 了 所 构建 的 siRNA 并 不 能 100%% 地 抑制 HBV C 基因 的 表 
iA. WR 100%% 地 抑制 了 HBV C 基因 的 表达 ， 则 不 能 在 欧 光 显微镜 下 观测 到 绿 
鱼 荧光 蛋白 的 表达 ， 以 及 在 进行 实时 荧光 定量 PCR 时 不 能 扩 增 得 到 C 基因 的 
mRNA。 研 究 结果 发 现 ， 转 染 siRNA 的 干扰 组 依然 有 少量 绿色 荧光 蛋白 的 表达 
(图 14 一 图 16) ， 同 时 在 进行 实时 荧光 定量 PCR 时 亦 能 扩 增 出 C 基因 少量 表达 的 
mRNA (| 18 和 图 19)， 但 是 绿色 荧光 蛋白 的 表达 量 明 显 较 对 照 组 少 ， 实 时 欧 
光 定 量 PCR 的 扩 增 峰值 出 现 明 显 比 无 干扰 的 对 照 组 要 延迟 。 这 些 结果 都 表明 我 
们 所 构建 的 siRNA 明显 地 抑制 了 HBV C 基因 的 复制 与 表达 。 


PCR amp/cycle graph for FAM-490 
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图 18 实时 荧光 定量 PCR 曲线 图 (FAM-490 RT-PCR 系统 ) 


PCR quantification spreadsheet data for FAM-490 


well identifier ct setpoint 
AOl : 9 

A02 20.9 

A03 212 

A04 18.4 

A05 8.8 


图 19 实时 荧光 定量 PCR 数据 (FAM-490 RT-PCR 系统 ) 
A01: 单独 转 染 pC-EGFP-N1 组 〈 对 照 组 1); A02: 共 转 染 pC-EGFP-N1 和 S1 组 ，A03: 共 转 染 pC-EGFP- 
N1 #1 S2 组，A04: 共 转 染 pC-EGFP-N1, Sl 和 S2 组; A05: 共 转 染 pC-EGFP-N1 和 S3 组 〈 对 照 组 2) 
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实时 荧光 定量 PCR 融 解 曲线 图 (图 20) 表明 : 各 样品 经 PCR 扩 增 所 得 条 
带 大 小 相同 ， 无 其 他 杂 带 生成 ,证实 我 们 扩 增 得 到 的 产物 单一 ， 均 为 HBV C 
基因 。 


melt curve graph for FAM-490 
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20 ”实时 荧光 定量 PCR 融 解 曲线 图 (FAMF-490 RT-PCR 系统 ) 


14.5 实验 发 现 


我 们 选取 HBV C 基因 作为 siRNA WFLA. HR HBV 基因 组 编码 了 4 种 蛋 
白质 (S、C、P 和 蛋白 )， 其 中 C 是 主要 的 抗原 蛋白 ， 与 病毒 感染 细胞 过 程 高 
度 相关 。 我 们 的 实验 结果 发 现 ， 设 计 的 划 向 HBV C 基因 的 长 度 为 24 bp，2 个 
shRNA 均 能 有 效 特异 性 抑制 同 源 HBV C 基因 的 复制 与 表达 ， 而 对 照 组 的 S3 
shRNA 不 能 干扰 HBV C 基因 的 复制 与 表达 ;同时 联合 使 用 shRNA-S1+S2 对 
HBV C 基因 进行 干扰 ， 与 单独 使 用 S1 或 S2 进行 干扰 无 明显 区 别 ， 这 结果 与 推 
测 有 一 定 的 差距 。 因 为 siRNA 的 干扰 效果 一 般 为 40% 一 80% ， 研 究 表明 联合 使 
用 2 个 或 2 个 以 上 的 siRNA 进行 干扰 ， 效 果 要 优 于 单独 使 用 一 个 siRNA 干扰 的 
效果 叫 。 然 而 ， 本 研究 结果 发 现 单独 使 用 一 种 siRNA 干扰 HBV C 基因 的 表达 效 
果 与 联合 使 用 siRNA 产生 的 干扰 效果 相似 。 我 们 所 构建 的 C 基因 表达 质粒 ， 是 
应 用 PCR 技术 从 HBV 基因 组 中 扩 增 出 来 的 ， 所 选择 的 片段 为 HBV 基因 组 中 的 
C-ORF， 此 ORF 内 的 核 苷 酸 序列 能 全 部 表达 成 蛋白 质 。 我 们 设计 的 siRNA 特异 
性 干扰 此 ORF， 并 且 Sl 的 干扰 位 点 〈 位 于 C 基因 内 的 15 一 38 nt) 在 S2 的 干扰 
位 点 〈 位 于 C 基因 内 的 250 一 273 nt) 之 前 ， 故 我 们 同时 转 染 S1 和 S2， 当 S1 产 
生 和 干扰 效果 后 ， 已 经 终止 了 pPC-EGFP-NI1 重组 质粒 的 表达 ， 因 此 推测 S2 的 干扰 
作用 并 不 能 按照 预期 设计 产生 沉默 基因 作用 。 据 此 ， 能 够 解释 为 什么 在 我 们 上 述 
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研究 中 单独 使 用 一 个 siRNA 产生 的 干扰 效果 与 联合 使 用 两 种 SIRNA 产生 的 干扰 
效果 没有 明显 的 差异 。 而 对 于 全 基因 组 不 同 可 读 框 CORF) 来 讲 ， 比 如 使 用 2 
个 siRNA 分别 干扰 C-ORF 和 SORF， 与 联合 使 用 S1 十 S2 干扰 HBV 全 基因 组 
相 比 ， 我 们 预计 联合 使 用 两 个 siRNA 的 干扰 效果 可 能 比 单独 使 用 一 个 siRNA 的 
干扰 效果 更 加 有 效 。 

为 什么 联合 使 用 2 个 或 2 个 以 上 siRNA 进行 多 位 点 干扰 比 单 用 一 个 siRNA 
干扰 更 具有 优势 ? 首先 ， 病 毒 极 易 发 生 突变 ， 如 果 病 毒 发 生 突变 的 位 点 正好 是 干 
扰 位 点 ， 那 么 siRNA 和 基 因 的 同 源 性 将 发 生变 化 ， 单 用 一 个 siRNA 也 就 不 能 
产生 预计 的 干扰 效果 。 而 如 果 联 合 使 用 多 个 siRNA 进行 多 位 点 干扰 ， 则 可 以 减 
少 因 靶 基 因 变 异 导 致 siRNA 失效 的 概率 。 其 次 ， 人 工 设 计 合 成 的 siRNA 并 非 一 
定 产生 RNAi 现象 ， 部 分 siRNA 虽然 具有 同 源 性 ， 但 不 能 诱发 靶 基 因 的 沉默 ; 
故 联合 使 用 多 siRNA 进行 干扰 ， 可 以 避免 因 单 一 siRNA 失效 导致 的 全 盘 失 败 。 
已 有 研究 表明 ， 联 合 使 用 多 siRNA 的 干扰 效率 要 优 于 单一 siRNA 的 干扰 效 
3800) 。 因 为 本 实验 的 特殊 性 〈 针 对 同一 可 读 框 不 同位 点 进行 干扰 ) ， 我 们 推测 在 
HBV 全 基因 组 中 使 用 多 个 siRNA 进行 干扰 ， 其 效率 应 优 于 单一 siRNA 的 干扰 
效率 。 

自从 1998 年 RNAi 发 现 刀 02 至今 短 短 的 几 年 时 间 ， 不 仅 其 分 子 机 制 得 到 
了 深入 的 阐释 ， 而 且 ， 作 为 一 种 新 颖 的 病毒 感染 防御 策略 也 获得 了 成 功 。 但 是 ， 
还 有 很 多 工作 要 做 。 在 RNAI 分 子 机 制 研 究 方面 ， 三 个 方向 可 能 成 为 研究 热点 : 
其 一 ， 细 胞 内 源 性 siRNA 诱导 的 RNAi 的 发 育 调控 功能 ; 其 二 ， 不 同 物 种 中 
RNAi 机 制 的 异同 ;其 三 ，RNA 沉默 机 制 的 起 源 与 进化 。 在 病毒 感染 防御 策略 
方面 ， 必 须 克 服 以 上 所 述 的 一 系列 难题 ， 并 最 终 能 够 在 实体 动物 水 平 取 得 进展 。 
我 们 期 待 着 该 领域 有 更 加 激动 人 心 的 进展 。 
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5 RNAi 抑制 FMDYV 在 BHK-21 细胞 
和 乳 鼠 中 的 复制 与 感染 
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乳 鼠 抗 病毒 实验 
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5.1 引言 


口蹄疫 病毒 (foot-and-mouth disease virus, FMDV) 是 口蹄疫 Cfoot-and- 
mouth disease, FMD) 病原 体 ， 属 小 RNA 病毒 科 (Picornaviridae) 口蹄疫 病毒 
属 (Apptihonzirus)02 。 根 据 免 疫 原 性 不 同 ，FMDV 可 分 为 O0、A、C、SAT I, 
SAT II, SAT III (〈 即 南非 I, I, Il 2) 及 Asia I CEN IBY) 共 7 个 血清 
型 ， 其 中 O RYATIE. DIBA. FMDV 的 传播 有 以 下 几 个 特点 : @ 病毒 
RUA EK; © 传播 媒介 广 ， 包 括 流 动人 群 以 及 水 、 食 物 、 空 气 等 ，@ FMD 
病 暴 发 流行 快 ， 通 常 在 与 病毒 接触 后 两 到 三 天 时 间 即 可 暴发 流行 。 

目前 ， 通 常 采 用 病毒 灭 活 疫苗 注射 来 控制 FMD， 但 是 ， 存 在 因 病 毒 灭 活 不 
彻底 或 疫苗 生产 车 间 控 制 不 严密 导致 病毒 扩散 和 流行 的 危险 纪 。 近 年 来 ， 安 全 的 
重组 多 肽 疫苗 纺 5 或 化 学 合成 多 肽 疫苗 号 的 开发 取得 了 巨大 的 成 功 。 然 而 ， 这 些 
疫苗 仍 存在 一 个 共同 的 缺陷 ， 那 就 是 无 法 在 短 时 间 内 诱发 有 效 的 抗 病毒 反应 ， 通 
常 ， 疫 苗 免疫 7 天 后 动物 才能 产生 足够 的 抗体 。 因 此 ， 目 前 的 疫苗 无 法 应 对 迅速 
爆发 的 EMD 疫情 。 针 对 这 种 形势 使 得 研究 开发 能 够 起 快速 保护 作用 的 所 谓 “ 应 
急 疫 苗 ” (emergency vaccine) 十 分 必要 。 许 多 病毒 免疫 学 家 从 事 这 个 领域 的 研 
究 ， 基 于 快速 诱发 动物 先天 性 免疫 反应 的 高 效 的 FMD 疫苗 开发 获得 了 成 功 ， 该 
疫苗 能 够 在 免疫 后 4 一 5 天 内 保护 动物 免 受 病毒 感染 。 值 得 注意 的 是 ， 美 国 梅 
岛 动物 研究 中 心 的 科学 家 们 采用 腺 病毒 (adenovirus) 表达 的 猪 «o THAR 
(IFN-o) 能 够 使 动物 在 腺 病毒 注射 后 一 天 内 免 受 病毒 感染 。 此 外 ， 他 们 还 将 表 
达 IFNr-o 的 腺 病毒 与 表达 亚 单位 疫苗 的 腺 病毒 联 用 ， 使 动物 获得 了 快速 且 长 时 
间 的 抗 病毒 感染 能 力 。 

RNAi 是 主要 的 病毒 防御 机 制品 ， 其 在 哺乳 动物 中 也 是 保守 的 2， 尽 管 
没有 直接 的 证 据 表明 哺乳 动物 在 病毒 感染 过 程 中 能 自然 诱发 RNAi 反应 。 研 究 表 
明 ， 通 过 人 工 转 染 siRNA 能 够 有 效 地 诱发 RNAI 抵抗 病毒 的 感染 六 2 。 

FMDV 的 基因 组 是 单 链 正义 RNA， 长 度 约 为 8500 nt。 整 个 基因 组 只 有 一 
个 可 读 框 ， 编 码 4 种 结构 蛋白 〈(VP1-VP4)， 其 中 VP1 是 主要 的 抗原 蛋白 ， 而 
且 ， 与 病毒 感染 细胞 过 程 高 度 相 关 。 当 病毒 接触 到 易 感 细胞 表面 时 ， 该 蛋白 G 
H 环 状 结构 (G-H loop) 中 包含 的 进化 上 保守 的 RGD 三 肽 将 作为 配 体 与 易 感 细 
胞 大 量 表面 受 体 结 合 ， 介 导 病 毒 基因 组 进入 细胞 ”25 。 

在 本 项 工作 中 ， 我 们 利用 以 质粒 为 载体 的 RNAi 技术 ， 在 易 感 细胞 BHK-21 
细胞 和 乳 鼠 动物 模型 中 探讨 了 划 向 FMDV VP1 基因 的 两 个 shRNA 的 抗 病毒 


12Z6。 


| 


5.2 实验 材料 
5.2.1 细胞 、 动 物 及 病毒 毒 株 


(1) 细胞 

BHK-21, DMEM 培养 基 ( 含 10%% 胎 牛 血清 ， 每 升 200 万 单位 青霉素 和 
链 霉 素 ，pH 7.4) 37°C, 5% CO, 条 件 下 培养 。 

(2) 动物 

C57BL/6 FLX, 2~3 日 龄 ， 每 只 重 3 一 4 g， 购 于 浙江 省 农业 科学 院 病 毒 与 
生物 技术 研究 所 。 

(3) 病毒 

两 株 O 型 FMDV 毒 株 : HKN/2002 (GenBank 登录 号 AY317098) 和 
CHA/99 (GenBank 登录 号 AJ318833); 一 株 伪 狂犬 病 病 毒 ( pseudorabies, 
PRV) 毒 株 : Ea (GenBank 登录 号 AY318876) 。 


5.2.2 质粒 及 菌株 


(1) 质粒 

pCDNA3. 1B (—) (Invitrogen, Groningen, The Netherlands) ， 由 本 实验 
2 RAF; pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, Calif. USA); pMD 18-T (TaKa- 
Ra, Kyoto, Japan), WAAEEWLEAIRZ Al. 

(2) 菌株 

大 肠 杆菌 TG] Atk, HRA Ke LEAR RLS RE. 


9.2.3 主要 斌 剂 


C1) 生化 酶 制剂 

限制 性 内 切 核 酸 酶 : «NdeI, EcoRI, Xhol, HindIII, BamHI; T4 连接 酶 ; 
T4 SRE RA CT4 PNK)， 均 购 自 BioLabs 公司 (New England). 

(2) 试剂 盒 

PCR 试剂 盒 及 一 步 法 RT-PCR 试剂 盒 ， 均 购 自 Gibco-BRL 公司 ; 柱 离心 式 
Bele] We ik Al WW AE a EAE RA Aw; PCR 产物 纯化 试剂 盒 
(UltraPure™) 购 自 上 海 赛 百盛 基因 技术 有 限 公 司 。 

(3) 总 RNA 抽 提 试剂 

TRIzol 试剂 ， 购 自 Gibco-BRL 公司 。 

(4) BHK-21 细胞 转 染 试剂 

Lipofectamin™ 2000， 购 自 Invitrogen 公司 。 
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(5) LB 培养 基 

LB 液体 培养 基 (1% HARK. 0.5% 酵母 粉 、1% NaCl, pH 7.0); LB 
体 培养 基 (1% HAWK. 0.5% 酵母 粉 、1% NaCl. 2% 琼脂 糖 ，pH 7.0). 

(6) 碱 裂 解法 抽 提 质粒 主要 溶液 

溶液 工 〈50 mmol/L 葡萄 糖 、25 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L EDTA, 
pH 8. 0) 

YAW I (0.2 mol/L NaOH, 1% SDS) 

YAW (3 mol/L KAc， 用 冰 乙 酸 调 pH 4.8). 


5.2.4 主要 仅 器 


PE 公司 9600 型 PCR 仪 、 奥 林 巴 斯 (Olympus) BH-2 荧光 显微镜 、 尼 康 
(Nikon) E950 数码 照相 机 、 流 式 细胞 仪 。 


a2: 0 349 


(1) HKN/2002 VP1 基因 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 的 HKN/2002 毒 株 序列 设计 ， 并 化 学 合成 扩 增 VPI 基 
因 的 引物 如 下 〈 画 线 部 分 为 VP1 基因 匹配 序列 ) : 

TE##5|% P22: 5'’-CGGAATTCATGACCACCTCTGCGG-3’ 

负 链 引物 P23: 5'-CGGGATCCCAGAAGCTGTTTTITG-3’ 

(2) 小 鼠 U6 启动 子 基因 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 小 鼠 U6 启动 子 基 因 序 列 〈 登 录 号 X06980) 设计 并 化 学 
合成 引物 如 下 CHAAR A U6 启动 子 基 因 匹 配 序列 ) : 

正 链 引 物 P1，5'-GGAATTCCATATGGATCCGACGCCGCCA-3- 

负 链 引物 P2, 5'-GGCCGGAATTCAAACAAGGCTTTTCTCC-3’ 

(3) 增强 的 绿色 荧光 蛋白 (EGFP) 基因 扩 增 引物 

根据 BD Biosciences Clontech 公司 提供 的 pEGFP-N1 质粒 载体 序列 信息 
(GenBank 登录 号 U55762) 设计 并 化 学 合成 引物 如 下 : 

正 链 引物 A: 5'-GCCACCATGGTGAGCAAG-3’ 

fi $e5|%y B: 5'-CCCGCTTTACTTGTACAGC-3' 


5.3 实验 方法 


5.3.1 FMDV ## HKN/2002 总 RNA 抽 提 


5.3.1.1 实验 耗材 准备 


玻璃 和 塑料 制品 用 0. 1%% 焦 碳酸 二 乙 酯 (DEPC) 〈 用 MilliQ 水 配制 ) 于 37°C 
。 128 。 


“浸泡 过 夜 。 然 后 ， 玻 璃 制品 于 180C 干 烤 4 h， 塑 料 制品 高 压 〈1.034X 105 Pa) 
30 min, 65°CHEF. 
5.3.1.2 RNA HE 
(1) 取 适 量 含 病毒 的 细胞 冻 融 液 ， 加 入 1 ml TRizol iXF], HB 25°C, 5 min, 
(2) 加 入 0. 2 ml AG, FIP 15 s, H 25°C, 3 min, 
(3) F 4°CV 12 000 r/min 离心 20 min, 
(4) REA, MASEHAB. BY, Bia 15 min, 
(5) 于 4C 以 12 000 r/min 离心 20 min FR, FA 1 ml75% 乙 醇 洗涤 沉淀 1 次 。 
(6) 弃 乙 醇 ， 吸 尽管 壁 残 留 液体 ， 室 温 晾 干 5 min, 
(7) 每 管 加 入 20 岂 无 RNase 水 溶解 RNA， 一 70C 冰 箱 备用 。 


5.3.2 HKN/2002 VP] 基因 cDNA 的 扩 增 及 产物 纯化 


5.3.2.1 RT-PCR 扩 增 HKN/2002 VP1 全 长 基因 


在 0.2 ml 的 PCR 专用 薄 盛 管 中 ， 依 次 加 入 : 


MilliQ 水 18 pl 

2X reaction Mix 25 pl 

% RNA 2 pl (0.5 pg) 
正 链 引物 P22 2 pl (50 pmol) 
负 链 引物 P23 2 pl (50 pmol) 
RT/EX Taq L pak 

总 体积 50 pl 


轻 轻 混 匀 反应 体系 ， 稍 离心 后 ， 按 下 列 程序 进行 RT-PCR : 
50°C, 30 min —~ 94°C, 2 min — (94°, 30 s 一 >~55C，1 min — 
72°C, 1 min) X35 个 循环 一 ~72C，10 min, 


5.3.2.2 RT-PCR 产物 纯化 
HL 3. 3.2.2 PCR FAL” 。 
5.3.3 RUC 启动 子 化 学 合成 、 拼 接 与 扩 增 


AS, 3 3184) 
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5. 3.4 质料 构建 
5.3.4.1 pU6 
i 3.3.4. 157), 


5.3.4.2 siRNA 表达 载体 PNT21、pPNT63 和 pNTH21 
1) siRNA 表达 模板 的 设计 


siRNA 表达 模板 的 设计 参照 Su 等 29 的 工作 ， 采 用 反 向 重复 结构 ， 中 间 以 
Xhol 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 序列 作为 链接 便于 克隆 鉴定 ， 重 复 结构 末端 加 入 5 
Si REE (TS) 作为 U6 启动 子 的 转录 终止 信号 。 该 模板 克隆 到 pU6 载体 中 ， 
经 U6 ADF RAR ssRNA, MIA EM shRNA， 并 在 细胞 内 经 Dicer 酶 剪 
切 最 终 获 得 有 效 的 目的 siRNA Chl 3. 3. 4. 2 中 图 3) 。 


2) siRNA 表达 模板 的 化 学 合成 与 拼接 


siRNA 表达 模板 的 化 学 合成 策略 与 U6 启动 子 一 致 ， 即 采取 正 负 链 分 段 合 
成 ， 并 在 模板 序列 的 两 端 分 别 加 上 EcoRI 和 Hind II] 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 
点 ， 而 后 磷酸 化 、 双 链 复 性 互补 、 连 接 。 具 体 步 又 略 。 各 个 siRNA 表达 模板 序 
列 如 下 《〈 下 画 实 线 和 下 画 虚线 分 别 为 正 向 和 反 向 序列 ) : 

(1) NT21 
GAA TTC GAG TCT GCG GAC CCC GTG ACT CTC GAG AGT CAC GGG 


CTT AAG CTC AGA CGC CTG GGG CAC TGA GAG CTC TCA GTG CCC 


GTC CGC AGA CTC TIT TTA AGC TT 

CAG GCG TCT GAG AAA AAT TCG AA 
20a] FMDV VP1 的 第 16 一 36 位 核 苷 酸 ， 预 计 表 达 长 度 为 21 bp 的 shRNA. 
(2) NT63 

GAA TTC GCG GGT GAG TCT GCG GAC CCC GTG ACT ACC ACC GTC 


CTT AAG CGC CCA CTC AGA CGC CTG GGG CAC TGA TGG TGG CAG 


GAA GAC TAC GGC GGC GAG ACA CAA GTC CTC GAG GAC TTG TGT 
CTT CTG ATG CCG CCG CTC TGT GTT CAG GAG CTC CTG AAC ACA 


CTC GCC GCC GTA GTC TTC GAC GGT GGT AGT CAC GGG GT€ CGC 


GAG CGG CGG CAT CAG AAG CTG CCA CCA TCA GTG CCC CAG GCG 


° 130 » 


AGA CTC ACC CGC TTT TTA AGC TT 

TCT GAG TGG GCG AAA AAT TCG AA 
# i] FMDV VP1 的 第 10~72 ATR, BTR LEW 63 bp 的 shRNA. 
(3) NTH21 

GAA TTC GCA GTA CGG AAC TCC GCT AGG CTC GAG CCT AGC GGA 


ett AAG CGT CAT GCC TTG AGG CGA TUC GAG CTC GGA TCG CCT 


ota LAC TGC TTT TTA.AGC TT 


CAA GGC ATG ACG AAA AAT TCG AA 
该 模板 序列 随机 设计 ， 但 GC 含量 与 NT21 一 致 ， 预 计 表 达 长 度 为 21 bp 的 
对 照 shRNA, 


3) pU6 和 siRNA 模板 序列 双 酶 切 及 连接 
反应 体系 参见 3. 3. 4. 157 。 
5.3.4.3 报告 质粒 pVP-EGFP-N1 


其 构建 流程 如 图 1 所 示 。 质 粒 载体 和 目的 基因 双 酶 切 及 连接 反应 
Wl, 3. 3. 4.187, 


\ 


5.3.4.4 pVPI 


其 构建 流程 如 图 2 所 示 。 质 粒 载体 和 目的 基因 双 酶 切 及 连接 反应 参 
Ry 3. 3.4. 1871, 


5.3.5 重组 质粒 的 克隆 及 鉴定 
见 3. 3.587), 

5.3.6 siRNA #ik {#245 pVP-EGFP-N1 #4 # BHK-21 细胞 
见 亚 4. 3. 257), 

5. 3.7 荧光 显微镜 观察 
见 亚 4. 3. 397), 

5.3.8 GEFP 表 达 细 胞 的 计数 


收集 96 孔 细 胞 培养 板 中 的 各 个 实验 组 细胞 ， 每 个 实验 组 至 少 设置 3 个 重复 

孔 。 将 收集 的 重复 孔 细胞 合并 ， 离 心 ， 并 用 PBS 缓冲 液 重 悬 。 采 用 英国 Becton 

Dickinson 公司 FACS 440 流 式 细胞 仪 。 每 个 样品 重复 测定 3 次 ， 如 果 某 个 数据 
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pEGFP-N1 
4.7kb 


poly 
SV40 ori 


EcoRI+BamHI EcoR\+BamHI 


pVP-EGFP-N1 
5.4 kb 


SV40 polyA 
, 


SV40 ori 


图 1 报告 质粒 pVP-EGFP-N1 构建 流程 图 
EGFP， 增 强 型 绿色 荧光 蛋白 ，SV40 polyA, SV40 聚 腺 苷 酸化 信号 ; Kx ， 卡 那 霉 素 抗 性 基因 


非 正常 偏离 另 两 个 数据 ， 进 行 第 4 次 测定 。 
5.3.9 VP1 和 EGFP RA RK AH RT-PCR 分 析 


(1) 使 用 TRIzol 试剂 (Gibco-BRL) 抽 提 96 孔 中 每 孔 细 胞 的 总 RNA， 具 
体 步 又 参见 5. 3. 1. 2 。 

(2) 往 总 RNA 溶 液 中 加 入 适量 的 DNase RQ1， 消 化 可 能 残留 的 DNA。 

(3) 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 样品 抽 提 情况 ， 使 用 OD 、ODsso 吸光 度 法 判断 
总 RNA 样品 的 纯度 ， 并 进行 定量 。 

(4) RT-PCR 反应 :体系 和 条 件 参 见 5. 3. 2. 1 。 

(5) 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 扩 增 的 效果 及 产物 特异 性 。 
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BamHI 


图 2 PVP1 构建 流程 图 


5.3.10 HKN/2002、CHA/99 及 Ea 细胞 毒 价 测 定 


在 测定 所 有 病毒 毒 株 毒 价 前 ， 均 必须 在 BHK-21 细胞 上 进行 3 一 5 次 的 传代 
培养 ， 使 其 适应 在 特定 的 细胞 株 上 的 复制 。 毒 价 测定 操作 如 下 ; 

(1) 在 96 孔 板 上 培养 BHK-21 细胞 ， 直 至 长 满 孔 底 。 

(2) 以 无 血清 无 抗生素 的 DMEM 培养 基 对 原始 病毒 液 作 10 倍 的 系列 稀释 
(qn 10°-*~10°°), 

(3) 吸 去 细胞 孔 中 的 培养 基 ， 每 孔 中 加 入 100 局 某 一 稀释 度 的 病毒 液 ， 每 
一 稀释 度 作 4 个 重复 孔 。 置 于 细胞 培养 箱 37C 、5%CO; 条 件 下 培养 。 

CA) 72 h 后 ， 通 过 倒置 显微镜 观察 并 记录 每 个 稀释 度 细胞 发 生病 理学 病 
71507) Hy FL, LI Reed-Muench 公式 5 计算 半数 细胞 感染 剂量 TCIDs) 。 


和 SS * 


5.3.11 HKN/2002 $A Mz 


在 测定 毒 价 前 ， 必 须 在 CO7BL/6 乳 鼠 上 进行 2 BK 3 次 的 传代 培养 ， 使 其 适 
应 在 乳 鼠 体内 的 复制 。 毒 价 测定 操作 如 下 : 

C1) 以 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS) 对 原始 病毒 液 作 10 倍 的 系列 稀释 〈 如 10 :一 
105°. 

(2) RAL RAW PIES 100 pl 某 一 稀释 度 的 病毒 液 ， 每 一 稀释 度 
注射 6 只 乳 鼠 。 

(3) 每 6 h 对 每 个 稀释 度 进行 观察 ， 适 时 计算 死亡 乳 鼠 数目 ， 直 至 乳 鼠 死亡 
情况 不 再 发 生变 化 ， 以 Reed-Muench 公式 559 计 算 动 物 半 数 致死 剂量 〈(LDsao ) 。 


5.4 实验 结果 
5.4.1 HKN/2002 VP1 基因 cDNA 的 扩 增 


抽 提 HKN/2002 病毒 的 总 RNA， 以 P22、P23 引物 一 步 法 RT-PCR 扩 增 
VP1 基因 cDNA. PCR 产物 进行 0.8%% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 〈 图 3). 


图 3 HKN/2002 VP1 基因 RT-PCR 扩 增 产物 电泳 图 
1. pUC19/MspI DNA marker; 2~3. RT-PCR 产物 


HKN/2002 病毒 VP1 基因 全 长 639 bp， 引 物 P22 和 P23 两 端 分 别 加 上 
EcoRI 和 BamHI 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 位 点 ， 因 此 ， 理 论 上 PCR 产物 大 小 约 为 
660 bp。 由 电泳 图 谱 可 见 ，RT-PCR 产物 条 带 特异 ， 且 大 小 与 预期 相符 。 


5.4.2 +)» U6 启动 子 的 PCR 扩 增 
i, 3. 4.2671, 

5.4.3 重组 质粒 构建 

5.4.3.1 pU6 


Rt 3.4.3. 1274, 
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4.4.3.2 pNT21、pNTH21 和 pNT63 


1) 双 酶 切 鉴 定 


siRNA 表达 模板 与 pPU6 载体 连接 液 转 化 TG1 菌株 ， 分 别 挑 取 3 个 PNT21 
和 pNTH21 转化 子 以 及 6 个 pNT63 转化 子 ， 抽 提 质 粒 并 进行 Ndel 和 HindIII 
双 酶 切 鉴定 ， 酶 切 产 物 进 行 0. 8 为 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 。PNT21 和 PNTH21 酶 切 电 
泳 图 谱 见 图 4，pPNT63 酶 切 电泳 图 谱 见 图 5。 


4 pNT21 和 pNTH21 转化 子 NdeILHizdIII 双 酶 切 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2. pU6 转化 子 PCR 产物 (U6 启动 子 基 因 ) MRR; 3 一 5. pNT21 转化 子 ; 
6~8. pNTH21 转化 子 


ALS pNT63 #44 Ndel/ HindIII 双 酶 切 产 物 电 泳 图 谱 
1. DNA marker; 2. pU6 转化 子 PCR 产物 (U6 启动 子 基 因 ) THR; 3 一 8. pNT63 转化 子 


阳性 转化 子 以 Ndel 和 Hindll] 双 酶 切 获得 的 小 条 带 理论 上 包括 U6 局 动 子 
序列 和 siRNA 表达 模板 序列 ， 大 小 应 为 两 者 之 和 。 图 4 表明 ，5 号 泳 道 的 
pNT21 转化 子 酶 切 小 条 带 大 小 与 预期 相符 ， 为 阳性 ， 而 3、4 号 泳 道 可 能 质粒 量 
过 少 ， 或 发 生 降解 。6、7 号 泳 道 的 pNTH21 转化 子 亦 为 阳性 。 图 5 表明 ，4 一 8 
号 泳 道 的 pNT63 转化 子 均 为 阳性 。 


2) 测序 鉴定 


选取 图 4 的 第 5 号 泳 道 pNT21 转化 子 、 第 7 号 泳 道 pNTH21 转化 子 、 图 5 
的 第 8 号 泳 道 转化 子 送 往 上 海 博 亚 生 物 工程 有 限 公 司 测序 。 引 物 选 用 pCD- 
NA3.1B (一 ) 载体 反 向 引物 ， 即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3 。 测 序 结 
果 表 明 ，siRNA 表达 模板 序列 与 预期 相符 ， 克 隆 正 确 。 测 序 报告 略 。 
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S. 4. 3.3  pVP-EGFP-N1 


1) 双 酶 切 鉴 定 


HKN/2002 VP1 基因 与 pEGFP-N1 载体 连接 液 转化 TG] 菌株 ， 挑 取 6 个 转 
化 子 ， 分 别 抽 提 质粒 并 进行 EcoRI 和 BamHI 双 酶 切 鉴定 ， 酶 切 产 物 进行 0. 8% 
苞 脂 糖 凝 胶 电 泳 〈 图 6). 


645 bp 


图 6 pVP-EGFP-N1 转化 子 EcoRI 和 BaxHI 双 酶 切 产 物 电 泳 图 谱 
1. X-DNAVHrinzdIII marker; 2~7. pVP-EGFP-N1 转化 子 


VP1 基因 全 长 639 bp, Alte, Al 6 表明 ， 所 挑选 的 6 个 转化 子 均 为 阳性 
克隆 。 


2) 测序 鉴定 


挑选 图 6 第 2 号 访 道 转化 子 送 往 上 海 博 亚 生物 工程 有 限 公司 测序 。 引 物 选 
用 pEGFP-N1 载体 通用 正 向 引物 ， 即 5 -CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG- 
3 。 测 序 结果 表明 ，VP1 基因 序列 与 GenBank 报道 相符 ， 克 隆 正 确 。 测 序 报 
告 略 。 


5.4.3.4 pVP1 
1) PCR KR 


HKN/2002 VP1 基因 与 pCDNA3. 1B (—) 载体 连接 液 转化 TG1 BARR. Pk 
取 6 个 转化 子 ， 抽 提 质 粒 并 以 P22. P23 为 引物 进行 PCR 鉴定 ，PCR 产物 进行 
0. 8%% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 CI 7) 。 

以 P22、P23 为 引物 扩 增 的 PCR 产物 大 小 理论 上 约 660 bp。 图 7 显示 ， 第 4 
号 泳 道 为 阳性 克隆 ， 拟 进一步 鉴定 。 
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图 7 pVP1 转化 子 PCR 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2~7. pVP1 转化 子 


2) 单 、 双 酶 切 鉴定 


挑选 图 7 中 的 第 2 和 第 4 号 泳 道 转化 子 进行 NdeI 单 酶 切 、EcoRI 和 BamHI 
双 酶 切 鉴 定 。 酶 切 产 物 进行 0. 8%% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 〈 图 8) 。 


1 2 3 4 5 


1500 bp 一 一 
1000 bp 一 一 
700 bp 
500 bp 


645 bp 
500 bp 


图 8 PVP1 转化 子 单 、 双 酶 切 产 物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2, 3. 分 别 为 图 7 第 2 号 泳 道 转 化 子 NdeI 单 酶 切 、FEcoRI 和 BamHI Xe A, 
泳 图 ;: 4, 5. 分 别 为 图 7 第 4 号 泳 道 转化 子 NaeI 单 酶 切 、EcoRI 和 BamHI 双 酶 切 电泳 图 


图 8 的 第 5 号 泳 道 显 示 一 大 小 约 645 bp 的 电泳 条 带 ， 与 双 酶 切 预 期 结果 一 
致 。 由 于 pCDNA3. 1B (—) 载体 本 身 含 有 一 个 NaeI 识别 位 点 ，YP1 基因 内 部 
亦 含 有 一 个 NdeI 识 别 位 点 ， 这 两 个 NdaeI 识别 位 点 之 间 的 距离 理论 上 约 为 500 
bp, Alt, 34 号 泳 道 表明 ， 该 转化 子 为 阳性 克隆 。 而 作为 对 照 的 第 2 和 第 3 号 
泳 道 则 为 阴性 。 


3) 测序 鉴定 
将 图 7 的 第 4 号 泳 道 转化 子 送 往 上 海 博 亚 生物 工程 有 限 公司 测序 。 引 物 选 用 
pCDNA3. 1B (一 ) 载体 通用 正 向 引物 ， 即 5'-CTAGAGAACCCACTGCTTAC -3'。 
测序 结果 表明 ，VP1 基因 序列 与 GenBank 报道 相符 ， 克 隆 正 确 。 测 序 报告 略 。 
5.4.4 pNT21, pNT63 在 BHK-21 细胞 内 有 效 抑 制 VP1-EGFP 融合 
基因 的 表达 
为 了 检测 shRNA Xf FMDV VP1 基因 表达 的 影响 ， 我 们 将 SIRNA 表达 质粒 


(96 孔 板 中 每 孔 100 ng) 以 及 报告 质粒 pVP-EGFP-N1 (96 孔 板 中 每 孔 200 ng) 
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共 转 染 BHK-21 细胞 。 转 染 后 24 h 从 多 个 水 平 检测 绿色 荧光 蛋白 表达 情况 ， 结 
采 见 图 9。 
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图 9 #8 Ja) FMDV VP1 ff) siRNA 表达 质粒 抑制 VP1-EGFP 融合 基因 的 表达 
A. 质粒 转 染 或 共 转 染 组 细胞 荧光 显微镜 观察 照片 ; Be 流 式 细胞 仪 计 数 绿色 荧光 蛋白 表达 细胞 数量 ; 
C. RT-PCR 检测 细胞 总 RNA 中 VP1 及 EGFP mRNA 丰 度 


荧光 显微镜 观察 CA 9A) 以 及 流 式 细胞 仪 对 绿色 荧光 蛋白 表达 细胞 计数 结 
果 (图 9B) 显示 ， 在 pVP-EGFP-N1 转 染 组 ， 与 pVP-EGFP-N1 单质 粒 转 染 相 
EK, pNT21 或 pNT63 的 共 转 染 使 绿色 荧光 蛋白 表达 水 平 降 低 80% ~90%, Ti 
pU6 或 pNTH21 的 共 转 染 没有 显著 降低 绿色 获 光 蛋白 的 表达 水 平 ， 在 pEGFP- 
N1 对 照 质粒 转 染 组 ， 与 pEGFP-N1 单质 粒 转 染 相 比 ， 不 论 siRNA 表达 质粒 或 
pU6 空 质粒 共 转 染 均 不 能 显著 降低 报告 基因 的 表达 水 平 .。 抽 提 各 个 转 染 组 细胞 
总 RNA， 并 且 以 P22、P23 为 引物 RT-PCR 检测 VP1 基因 mRNA 的 丰 度 ， 以 A、 
B 为 引物 检测 EGFP 基因 mRNA 的 丰 度 ， 结 果 (图 9C) 与 显微镜 观察 和 细胞 计数 
结果 相 吻 合 。 以 上 结果 表明 ， 我 们 构建 的 靶 向 FMDV VPI 的 siRNA 表达 质粒 能 够 
有 效 而 且 特 异地 干扰 VP1-EGFP 融合 报告 基因 在 BHK-21 细胞 中 的 表达 。 


5.4.5 pNT21, pNT63 显著 抑制 FMDV 在 BHK-21 细胞 中 的 复制 


由 于 对 FMDV 感染 的 高 度 敏 感性 ，BHK-21 细胞 被 广泛 用 于 该 病毒 的 扩 增 
和 检测 。 为 了 研究 我 们 设计 的 siRNA 能 否 有 效 地 抑制 FMDV 的 感染 ， 我 们 对 
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| BHK-21 细胞 进行 瞬时 转 染 SIRNA 表达 质粒 ，96 孔 板 每 孔 细 胞 每 个 质粒 的 转 染 
， 量 为 100 ng。24 h 后 分 别 以 100 TCID:。HKNV2002 或 CHA/99 或 Ea 感染 上 述 
”被 转 染 的 细胞 ，1 h 后 奔 去 病毒 液 加 新 鲜 培 养 基 ， 然 后 通过 倒置 显微镜 观察 细胞 
“的 抗 病毒 感染 能 力 〈 图 10). 


HKN/2002 


对 照 组 


pU6 


pNT21 


pNT63 


pNTH21 


图 10 #8 fa] FMDV VPI 基因 的 siRNA 表达 质粒 特异 性 抑制 FMDV 感染 


体外 培养 的 BHK-21 细胞 成 纤维 化 ， 在 贴 壁 培养 时 单 层 生长 ， 并 且 具 有 显 
著 的 平行 生长 趋势 ” 。FMDYV 的 感染 使 BHK-21 细胞 发 生 明 显 的 细胞 病理 学 效 
Wi (cytopathic effect，CPE) ， 即 细胞 变 圆 ， 从 细胞 培养 媒介 上 脱落 ， 并 最 终 裂 
RO". SAH Be FMDV 后 的 24 h， 通 过 显微镜 观察 ， 我 们 发 现 pNT21 和 
PNT63 均 能 显著 抑制 HKN/2002 对 BHK-21 细胞 的 感 当 ， 抑 制 效应 是 高 度 特异 
的 ， 因 为 PNT21 和 pNT63 不 能 显著 抑制 Ea， 甚 至 是 同 为 O 型 FMDV 的 毒 株 
CHA/99 的 感染 。 

为 了 进一步 证 实 以 上 观察 到 的 抑制 效应 ， 我 们 在 病毒 感染 之 后 的 不 同时 间 点 
对 细胞 培养 液 采 样 ， 并 测定 病毒 效 价 。 结 果 见 图 11. 
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图 11 PNT21 Al pNT63 的 转 染 显著 降低 FMDV 病毒 效 价 
A. HKN/2002 实验 组 ;BCHA/99 实验 组 ，C，Ea 实验 组 ; p.i. 感染 后 


对 照 “ pU6 PNT21 pNT63 pNTH21 


结果 显示 ，pPNT21 和 pNT63 对 HKN/2002 的 抑制 效应 持续 约 48 h， 且 两 
者 的 抗 病毒 能 力 没 有 显著 差异 〈 图 11A)。 


5.4.6 pNT21, pNT63 Me RF EH ZH ApH] FLA RH FMDV 后 的 
致死 效应 


以 每 只 乳 鼠 每 个 质粒 100 pg 的 剂量 颈 部 皮下 注射 乳 鼠 ，0 一 6 h 后 以 20 或 
100 LDao 的 HKN/2002 病毒 剂量 同样 通过 有 颈 部 皮下 注射 攻击 乳 鼠 ， 每 隔 4 h 观察 
动物 死亡 情况 ， 连 续 观 察 5 天 〈 通 常 认 为 此 时 结果 已 经 稳定 )。 结 果 如 图 12 
所 示 。 

首先 ， 我 们 在 质粒 注射 6 h 后 以 小 剂量 的 20 LDs 病 毒 攻 击 乳 鼠 ， 对 照 组 动 
物 在 病毒 攻击 后 36 h 内 全 部 死亡 ， 而 pNT21 和 pNT63 ANA 80% HWMRAR 
得 保护 〈 图 12B); pNT21 质粒 注射 6 h 以 大 剂量 的 100 LDao 病 毒 攻 击 的 情况 下 ， 
约 20%% 的 动物 获得 了 保护 〈 图 12D)。 此 外 ， 为 了 评估 质粒 的 注射 能 否 更 加 快速 
地 发 挥 抗 病毒 效应 ， 我 们 在 质粒 注射 后 立刻 用 以 上 两 个 剂量 的 病毒 攻击 乳 鼠 ， 结 
果 显 示 ， 在 面 对 20 LDio 病 毒 攻 击 的 情况 下 仍然 有 约 30% pNT21 实验 组 的 动物 获 
得 保护 〈 图 12A)。 尽 管 pNT21 的 注射 没 能 使 动物 逃脱 100 LDa 病 毒 攻 击 ， 但 
是 ， 病 毒 抑制 效应 也 是 显著 的 ， 因 为 动物 的 死亡 时 间 普 遍 被 延迟 了 约 24 h CA 
120)... 
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图 12 pNT21 和 pNT63 的 注射 显著 降低 乳 鼠 的 死亡 率 
A. 质粒 注射 同时 以 20 LDao 病 毒 攻击 ;B.， 质粒 注射 6 h 后 以 20 LDio 病 毒 攻击 ; C. 质粒 注射 同时 以 
100 LDso 病 毒 攻击 ，D. 质粒 注射 6 h 后 以 100 LDso 病 毒 攻击 ;括号 内 数字 表示 该 实验 组 使 用 的 动物 量 


5.4.7 pNT21 与 bVP1 联合 注射 显著 提高 乳 鼠 的 保护 率 


Voinnet °° 发现， 在 植物 中 导 人 与 转基因 同 源 的 无 启动 子 DNA 序列 能 够 
户 发 对 转基因 表达 的 系统 化 的 特异 性 抑制 。 这 个 发 现 让 我 们 想象 通过 转基因 方法 
使 动物 提前 获得 有 关 病 毒 基因 信息 ， 期 望 它 能 够 协助 病毒 特异 性 的 siRNA 抵抗 
真正 病毒 的 感染 。 因 此 ， 我 们 构建 了 能 表达 FMDV VPI 基因 mRNA 的 质粒 
pVP1， 并 与 PNT21 联合 注射 乳 鼠 ， 每 个 质粒 每 只 乳 鼠 用 量 为 50 pg, 6 h 后 以 
20 LDa 病 毒 攻击 ， 结 果 如 图 13 所 示 。 

实验 结果 表明 ， 当 pNT21 单质 粒 注射 组 30% 的 动物 获得 保护 的 情况 下 ， 
pNT21 与 PVP1 联合 注射 组 超过 80 光 的 动物 获得 保护 。 


5.5 实验 发 现 


我 们 的 实验 结果 发 现 ， 靶 向 FMDV VP1 基因 的 siRNA 能 够 有 效 特异 地 抑 
制 病毒 在 易 感 细胞 BHK-21 和 乳 鼠 中 的 复制 与 感染 。 在 植物 中 ，RNAi 是 主要 的 
病毒 防御 机 制 ”…) ， 而 且 在 病毒 〈 特 别 是 RNA 病毒 ) 感染 植物 细胞 过 程 中 能 自然 
BK RNAI 抑制 病毒 的 复制 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ， 人 们 最 初 认为 dsRNA， 特 别 
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图 13 pVP1 与 PNT21 联合 注射 显著 增强 了 动物 对 病毒 的 抵抗 力 


是 长 的 (KF 35 bp) 病毒 源 性 的 dsRNA™! 不 能 有 效 诱 发 RNAI, AW 
dsRNA 是 哺乳 动物 细胞 干扰 素 反应 的 主要 诱导 因子 驻 宝 。 随 后 的 研究 证 明 ， 
RNAi 分 子 机 制 在 哺乳 动物 细胞 中 是 保守 的 2 ， 而 且 ， 在 某 些 实例 刀 ' 吕 中 长 
dsRNA AS ABR (protein kinase R, PKR) 的 磷酸 化 ， 这 暗示 可 能 
不 会 诱导 干扰 素 反应 ， 因 为 PKR 的 磷酸 化 作用 是 干扰 素 反 应 的 信号 。 同 时 dsR- 
NA 被 证 明 能 够 被 加 工 成 有 效 的 siRNA。 令 人 惊讶 的 是 ， 实 验 表 明 ， 人 工 导 入 
siRNA 能 够 在 哺乳 动物 细胞 内 诱导 强 有 力 的 抗 病毒 反应 ， 例 如 抗 HIV’, 
HBVt5 5 等 。 因 此 ， 在 哺乳 动物 细胞 中 ， 尽 管 siRNA 可 能 在 不 同 的 水 平 参与 到 
多 种 分 子 机 制 中 去 ， 但 是 ， 科 学 家 们 相信 人 它 的 主要 功能 是 通过 降解 同 源 mRNA 
在 转录 后 水 平 来 调控 基因 的 表达 。 本 文 设 计 的 靶 癌 FMDV VP1 基因 的 长 21 bp 
和 63 bp 的 两 个 shRNA 均 能 有 效 地 抑制 同 源 病 毒 HKN/2002 的 复制 ， 而 且 抑制 
效应 是 高 度 特异 的 ， 因 为 它们 不 能 干扰 对 病毒 PRV 的 复制 ， 甚 至 对 同 为 O 型 
FMDV 非 同 源 的 毒 株 CHA/99 都 不 起 作用 ， 尽 管 在 CHA/99 和 HKN/2002 的 
VP1 基因 siRNA 于 扰 靶 点 之 间 仅 存在 2 bp (NT21 siRNA) 或 11 bp (NT63 
siRNA) 的 核 苷 酸 突 变 。 因 此 ， 我 们 进一步 的 工作 将 设计 靶 向 FMDV 基因 组 保 
守 区 的 siRNA， 试 图 诱导 对 同型 不 同 毒 株 甚 至 是 不 同型 不 同 毒 株 之 间 的 交叉 抑制 
效应 。 

发 展 快速 有 效 的 FMDYV 抑制 策略 必须 面临 一 个 主要 的 挑战 ， 即 病毒 快速 和 
急性 的 感染 导致 来 不 及 产生 足够 的 抗体 等 病毒 抑制 因子 。 传 统 的 所 谓 “ 应 急 疫 
苗 ” 通 过 诱发 非特 异性 的 免疫 反应 可 以 在 免疫 后 4 一 5 天 内 使 动物 能 够 有 效 抵抗 
病毒 感染 ”5 。 但 是 ，FMDYV 的 感染 通常 使 动物 在 2 一 3 天 内 发 生 严重 的 疾病 ， 
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| 因此 ， 目 前 的 疫苗 不 足以 应 对 快速 的 疾病 暴发 。RNAi 反应 具有 快速 而 且 特 异 等 
优点 ， 可 能 弥补 传统 抗 病毒 策略 的 不 足 。 我 们 的 结果 发 现 ，siRNA 表达 质粒 的 
注射 能 够 在 24 h 内 有 效 地 诱导 免疫 反应 使 乳 鼠 应 对 病毒 的 攻击 〈 图 12B，D)， 
| 莫 至 在 面 对 突 发 的 病毒 感染 SIRNA 表达 质粒 注射 的 抗 病毒 效应 也 同样 显著 〈 图 
ADCG))。 
尽管 RNAi 作为 一 种 病毒 防御 策略 在 哺乳 动物 细胞 水 平 取 得 了 一 定 的 成 功 ， 
但 是 ， 在 哺乳 动物 个 体 水 平 仍 鲜 见 报道 ， 主 要 原因 是 难以 在 哺乳 动物 个 体 水 平 取 
得 类 似 于 细胞 水 平 的 RNAi 抑制 效果 ， 因 此 ， 如 何 提 高 动物 个 体 水 平 RNAi 的 抗 
病毒 能 力 是 一 大 挑战 。 为 此 ， 我 们 设想 通过 转基因 方法 使 动物 提前 获得 有 关 病 毒 
的 基因 信息 ， 期 望 它 能 够 协助 病毒 特异 性 的 siRNA 抵抗 真正 病毒 的 感染 。 我 们 
的 实验 结果 发 现 ， 表 达 FMDV VPI 基因 mRNA 的 质粒 PVP1 与 siRNA 表达 质 
粒 PNT21 联 用 能 够 显著 提高 乳 鼠 的 抗 病毒 感染 能 力 〈 图 13)， 动 物 抵抗 力 的 增 
强 不 是 由 PVP1 抗 病毒 效应 与 pDNT21 抗 病毒 效应 的 到 加 ， 也 不 是 由 质粒 量 本 身 
的 增加 所 导致 的 ， 因 为 pVP1 单质 粒 注 射 组 和 pVP1/pNTH21 联合 注射 组 均 没 
有 显著 的 抗 病毒 效应 。 在 植物 或 昆虫 细胞 中 ，RNA 依赖 性 的 RNA 聚合 酶 
(RdRP) 能 够 以 mRNA 为 模板 合成 dsRNA, BAGH Dicer 酶 的 加 工 使 siRNA 
获得 扩 增 ， 进 而 提高 RNAi 效率 "5 。 但 上 述 机 制 无 法 解释 我 们 的 实验 现象 ， 
因为 在 哺乳 动物 细胞 中 不 存在 RdRP 的 活性 ， 有 一 种 假设 认为 实验 动物 本 身 感 染 
的 其 他 病原 体能 够 提供 RdRP 参与 以 上 过 程 ， 这 种 假设 显然 需要 进一步 的 证 明 。 
Song °° 的 实验 结果 显示 ， 病 毒 mRNA 的 存在 能 够 使 siRNA 的 效果 维持 更 长 
的 时 间 ， 这 暗示 靶 mRNA 是 否 存在 可 能 决定 了 siRNA 在 细胞 内 是 否 被 降解 。 有 
趣 的 是 ， 我 们 的 实验 结果 发 现 与 Song 等 25 的 结果 相 吻 合 。 进 化 生物 学 家 们 认 
为 ， 生 命 起 源 于 RNA 世界 ， 即 “RNA 世界 起 源 假说 ”。 他 们 还 认为 ， 如 果 是 这 
样 的 话 很 可 能 在 生命 早期 就 进化 出 了 一 种 核酸 水 平 的 免疫 机 制 〈nucleic acid- 
based immune system) ， 类 似 于 高 等 脊椎 动物 的 蛋白 质 水 平 免疫 机 制 〈protein- 
based immune system), 。 如 果 以 上 假设 是 真 的 ， 那 么 尽管 早期 的 核酸 水 平 的 免疫 
机 制 在 兰 椎 动物 中 被 更 加 高 级 的 蛋白 质 水 平 的 免疫 机 制 所 取代 ， 但 是 ， 核 酸 水 平 
的 免疫 机 制 仍然 可 能 存在 并 且 有 效 。 随 着 RNAI 分 子 机 制 的 发 现 及 其 在 真菌 、 植 
物 和 昆虫 细胞 中 扮演 天 然 的 病毒 防御 策略 的 角色 ，RNAi 可 能 就 是 早期 进化 的 一 
套 核酸 水 平 免疫 机 制 。 因 此 ， 基 于 我 们 5 和 Song 等 的 实验 结果 ， 类 比 肴 椎 动物 
的 蛋 白 质 免 疫 记 忆 模 式 ， 我 们 提出 一 个 假设 认为 ， 病 毒 mRNA 与 同 源 siRNA 的 
共同 存在 可 能 建立 起 了 一 套 初级 的 核酸 水 平 的 免疫 记忆 ， 使 细胞 面临 病毒 侵 染 的 
时 候 siRNA 能 更 加 有 效 地 诱发 RNAi 反应。 关于 这 个 假设 需要 进一步 实验 证 明 。 
但 是 ， 无 论 如 何 我 们 的 发 现 可 能 促进 RNAI 在 动物 个 体 水 平 病毒 防御 中 的 应 用 。 
要 想 在 哺乳 动物 中 更 加 有 效 地 运用 RNAi 技术 抵抗 病毒 的 感染 ， 必 须 克 服 很 
多 困难 。 首 先 ， 在 一 个 细胞 内 诱发 的 RNAi 反应 必须 能 够 快速 有 效 地 扩散 到 其 他 
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细胞 或 组 织 ， 形 成 系统 化 效应 (systemic effect) 。 已 经 证 明 ， 在 秀丽 新 小 杆 线虫 
一 个 部 位 产生 的 RNAi 反应 能 够 扩散 到 许多 不 同 的 组 织 ， 包 括 生殖 腺 "2 ， 而 且 
发 现 ， 一 个 跨 膜 蛋白 SID-1 与 系统 化 效应 有 关 - 。 更 加 令 人 兴奋 的 是 ，SID-1 同 
源 蛋 白 也 存在 于 人 类 和 小 鼠 细胞 中 ， 这 暗示 着 RNAI 系统 化 效应 在 哺乳 动物 
个 体 中 存在 的 可 能 性 。 其 次 ，RNAIi 的 运用 还 必须 殉 服 病毒 的 逃逸 〈viral es- 
cape) 问题 ， 因 为 病毒 可 能 通过 编码 RNAi 抑制 蛋白 或 基因 组 变异 使 RNAi 失 
效 。 有 三 个 办 法 被 认为 可 以 应 对 这 一 问题 ， 其 一 : 寻找 病毒 基因 组 的 保守 区 域 设 
计 有 效 的 siRNA; 其 二 ， 采 用 多 个 siRNA 联 用 ， 降 低 因 单个 siRNA 失效 而 全 盘 
ARR; 其 三 ， 设 计 siRNA 抑制 与 病毒 感染 复制 有 关 的 易 感 细胞 蛋白 因子 
的 表达 。 第 三 个 需要 解决 的 难题 是 如 何 将 SIRNA BY SIRNA 表达 质粒 有 效 特异 地 
注射 到 动物 的 某 些 组 织 器 官 。 我 们 的 工作 采用 质粒 直接 皮下 注射 乳 鼠 的 手段 ， 其 
有 效 性 部 分 可 能 是 因为 2 一 3 日 龄 乳 鼠 发 育 尚未 完全 ， 某 些 组 织 器 官 幼 嫩 使 质粒 
DNA 的 扩散 吸收 更 加 有 效 ， 该 方法 在 发 育成 熟 的 动物 中 是 否 适 用 有 等 进一步 评 
估 。 目 前 的 研究 表明 ， 采 用 具有 高 效 细胞 感染 能 力 的 病毒 作为 siRNA 表达 载体 
可 能 是 一 个 更 好 的 选择 汪 - 。 

无 论 如 何 ，RNAi 技术 的 发 展 为 人 类 抵抗 病毒 感染 提供 了 一 种 全 新 的 防御 策 
略 ， 尽 管 目前 还 不 成 熟 ， 有 必要 通过 更 加 深入 细致 的 研究 对 该 技术 进行 评估 。 
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6 #2 jo] FMDV 基因 组 保守 区 的 siRNA 
对 异 源 毒 株 感 染 的 交叉 抑制 


RT-PCR 扩 增 HKN/2002 保 守 区 基因 及 其 产物 测序 


| BS 


PCR 扩 增 带 有 T7 启 动 子 的 模板 序列 ”报告 质粒 的 构建 


| 


T7 聚 合 酶 转录 ssSRNA 
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siRNA ill & SSRNA 复 性 获得 dsRNA 


| 


人 重组 Dicer 酶 剪 切 d4sRNA 获 得 siRNA 


SiRNA 对 报告 基因 的 干扰 效 检 


| 


BHK-21 细 胞 抗 病毒 实验 
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6.1 引言 


RNAi 是 真菌 、 植 物 和 昆虫 细胞 主要 的 病毒 防御 机 制 。 近 年 来 的 研究 证 明 ， 
RNAi 分 子 机 制 十 分 保守 地 存在 于 哺乳 动物 细胞 中 ， 而 且 ， 人 工 导 入 siRNA 或 
dsRNA 同样 能 够 有 效 地 诱导 RNAI 反应 并 抑制 病毒 的 复制 。 我 们 前 期 的 工作 表 
明 ， 质 粒 载体 表达 的 shRNA 能 够 有 效 地 抑制 同 源 FMDV 毒 株 在 BHK-21 细胞 
中 的 增殖 ， 但 是 对 异 源 毒 株 的 感染 没有 显著 的 交叉 抑制 效应 D 。 

像 其 他 的 RNA 病毒 一 样 ，FMDV BAR RESALE. SAIL, TF 
学 分 析 发 现 了 多 达 7 种 的 血清 型 和 超过 60 种 的 亚 型 ， 而 且 ， 每 个 亚 型 都 有 许多 
基因 组 变异 的 毒 株 轨 。FMDYV 能 够 通过 表面 结构 蛋白 的 变异 逃避 传统 蛋白 质 免 
疫 系 统 的 免疫 监视 。RNAIi 技术 的 运用 也 同样 面临 这 个 问题 ， 即 使 是 面 对 
siRNA， 病 毒 仍 然 可 以 通过 基因 组 的 突变 或 缺失 进行 逃 揭 。Das RH, HEA 
HIV 病毒 Ne 基因 的 siRNA (Nef-siRNA) 能 够 有 效 地 抑制 病毒 的 复制 。 但 是 ， 
在 一 段 时 间 之 后 出 现 了 多 个 变异 毒 株 ， 这 些 毒 株 对 原先 的 siRNA 不 再 敏感 。 基 
因 组 序列 分 析 表 明 ， 这 些 变 异 毒 株 在 Nef-siRNA 靶 向 序列 发 生 碱 基 突变 或 序列 
RA. Alt, RNA 技术 作为 病毒 防御 策略 的 运用 必须 解决 一 个 问题 ， 那 就 是 如 
何 应 对 病毒 的 高 度 遗 传 多 变性 和 病毒 逃逸 国 。 有 三 个 办 法 被 认为 可 以 应 对 这 一 问 
题 : 其 一 ， 寻 找 病毒 基因 组 的 保守 区 域 设 计 有 效 的 SIRNA; 其 二 ， 采 用 多 个 
siRNA 联 用 ， 降 低 因 单个 siRNA 失效 而 全 盘 骨 溃 的 风险 ; 其 三 ， 设 计 siRNA 抑 
制 与 病毒 感染 复制 有 关 的 易 感 细胞 蛋白 因子 的 表达 。 

在 这 个 工作 中 ， 我 们 经 过 序列 比较 分 析 ， 选 是 了 FMDV 基因 组 的 五 个 保守 
基因 区 域 作 为 siRNA WVHA. 205 个 基因 分 别 是 : 5 非 编 码 区 (5 NCR) 、 病 毒 
结构 蛋白 1A、 小 的 共 价 结合 蛋白 3AB、 到 合 酶 3D 以 及 3 非 编 码 区 (3'NCR). 
采用 T7 聚合 酶 体外 转录 这 5 个 基因 的 dsRNA， 并 用 人 重组 Dicer WEBI IN TAK 
得 siRNA。 我 们 的 实验 发 现 ，siRNA 的 转 染 赋予 了 BHK-21 细胞 对 同型 不 同 毒 
株 和 不 同型 毒 株 之 间 的 交叉 抑制 效应 。 


6.2 实验 材料 
6. 2.1 细胞 及 病毒 毒 株 


(1) 细胞 
BHK-21， 培 养 条 件 参 见 开 4. 2。 
(2) 病毒 
两 株 O 型 FMDV 毒 株 : HKN/2002 和 CHA/99; 一 株 伪 狂犬 病 病毒 毒 株 : 
Ea (GenBank 登录 号 AY318876); 一 株 Asia I 型 FMDV #¢ #&: YNBS/58 
(GenBank 登录 号 AY390432) 。 
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6.2.2 质粒 及 菌株 
网 


6. 2.3 主要 试剂 


C1) 生化 酶 制剂 

HL 5.2.3. 

(2) 试剂 盒 

实时 荧光 定量 PCR 试剂 盒 (TaKaRa, Kyoto, Japan) 购 自 大 连 宝生 物 工 程 
有 限 公 司 ; siRNA 制备 试剂 盒 〈 产 品 编号 T510001) 购 自 美国 Gene Therapy 
Systems 公司 ;其 他 试剂 盒 见 5. 2. 3。 

(3) 其 他 试剂 参见 5. 2. 3。 


6. 2.4 主要 仪器 
见 5. 2. 4。 


6.2.5 43|% 
1) HKN/2002 五 个 保守 区 基因 PCR 引物 


根据 GenBank 公布 的 HKN/2002 毒 株 序 列 设 计 ， 并 化 学 合成 扩 增 五 个 保守 
区 基因 的 引物 如 下 〈 实 线 部 分 为 基因 匹配 序列 ) 。 为 了 方便 克隆 ， 在 正 负 链 引物 
分 别 加 入 了 EcoRI 和 BamHI 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 序列 〈 虚 线 部 分 )。 

(1) 5'NCR 

正 链 引物 PF1: 5'-GGAATTCATGTTTGCCCGTTTTCATGAG-3' 


(2) VP4 
正 链 引 物 PF2-2: 5'/-GGAATTCATGGGGCAATCCAGCCCG-3' 


(3) VPg 

正 链 引物 PF3. 5/GGAATTCATGAGGCTGCCACAACAGGAG-3' 
负 链 引物 PR3. 5'-CGGGATCCTTCACTTTCAAAGCGACA-3' 

(4) POL 

正 链 引 物 PF4， 5/-GGAATTCATGCCAGCCGACAAAAGCGAC-3' 
负 链 引物 PR4:， 5'-CGGGATCCACGGAGATCAACTTCTC-3' 

(5) 3’NCR 

正 链 引 物 PF5, 5'- GGAATTCATGTCCCTCAGATGCCACTATTG-3' 


负 链 引物 PRS: 5'- COGGATCCATTAAGGAAGCGGGAAAAG-3’ 
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2) HKN/2002 ARF RRA HA T7 启动 子 的 PCR 引物 


这 些 引 物 是 分 别 在 上 述 五 对 引物 的 两 端 加 上 T7 启动 子 序列 设计 而 成 〈 实 线 
部 分 为 基因 匹配 序列 ， 虚 线 部 分 为 工 7 启动 子 序列 ) 。 
(1) 5'NCR 


正 链 引 物 PFA: 
5'-GOGTAATACGACTCACTATAGGGAGA TITTGCCOGTTTTONNONRRE 


负 链 引物 PRA: 
5’-GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA CCTCTAGACCTGGAAAGACC-3' 


(2) VP4 


正 链 引 物 PFB: 
5'-GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA _GGGCAATOCAGCCCGACCAC-3' 


负 链 引物 PRB: 
5'-GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA GTGTGAGTAGATGTAGTGTC -3' 


(3) VPg 


正 链 引物 PFC: 
5-GOGTAAIACGACTCACTATAGGGAGA _AGGCTGCCACAACAGGAGGG-3' 


负 链 引物 PRC: 
5'-GOGTAATACGACTCACTATAGGGAGAT TCACTTTCAAAGCGACAGG-3’ 


(4) POL 


正 链 引物 PFD: 
5'-GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA CCAGCTGACAAAAGCGACAA-3’ 


负 链 引物 PRD: 

5'-GOGTAATACGACTCACTATAGGGAGA _ACGGAGATCAACTTCTCCTG-3' 
(5) 3 NCR 

正 链 引物 PFE: 


5'-GOGTAATACGACTCACTATAGGGAGA TOOCTCAGATGCCACTIATTG -3 


负 链 引物 PRE: 
5'-GCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA ATITAAGGAAGOGGGAAAAGC -3! 


6.3 实验 方法 


关于 总 RNA 抽 提 、PCR、RT-PCR、 酶 切 、 连 接 、 质 粒 克隆 、 质 粒 抽 提 、 
质粒 鉴定 、DNA 转 染 等 分 子 生物 学 基本 操作 ， 以 及 病毒 毒 价 测定 等 病毒 学 方法 
请 参见 5. 3， 这 里 不 再 详细 叙述 。 
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6.3.1 44 #2 p9NCR-EGFP, pVP4-EGFP, pVPg-EGFP. pPOL- 
EGFP 和 p3NCR-EGFP 的 构建 


构建 流程 如 图 1 所 示 。 


pEGFP-N1 

4.7 kb 
A 

SV40 poly. x 


EcoRI BamHI 


1 
SV40 ori | 5'NCR etc. 
SS 


EcoRI+BamHI EcoRI+BamHI 


SV40 polyA 


SV40 ori 


图 1 报告 质粒 构建 流程 示意 图 


6.3.2 siRNA 制备 

siRNA 制备 根据 试剂 盒 说 明 书 操作 ， 流 程 如 图 2 所 示 。 
6.3.2.1 dsRNA 制备 

C1) 融化 冰 冻 的 试剂 

把 T7 Enzyme Mix 置 于 冰 上 。 振 葛 T7 反应 缓冲 液 和 NTP Mix 直到 完全 融 
解 。 融 解 之 后 ， 把 NTP Mix 置 于 冰 上 ， 将 T7 反应 缓冲 液 置 于 室温 。 


要 点 ”所 有 试剂 使 用 前 应 稍微 离心 以 避免 由 管 边缘 沾染 引起 的 损失 或 污染 。 
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T7 启 动 子 〈 正 链 ) 


ceee 
T7 启 动 子 〈 负 链 ) 


T7 启 动 子 〈 正 链 ) 


Tat att lt OO 全 


转录 


T7 启 动 子 〈 负 链 ) 
| T7 RNA polymerase 


| Dicer 酶 剪 切 


siRNA TL IT 
Lat 11 
Ee ae 


图 2 siRNA i aii 


(2) 在 室温 进行 反应 体系 的 添加 
下 面 列 出 的 是 一 个 20 所 反应 体系 ， 成 分 依次 加 入 ， 使 用 时 可 根据 需要 进行 


MilliQ 水 6 yl 
NTP Mix 8 pl 
10XT7 反 应 缓冲 液 2 pl 
T7 模板 DNA 2 pl (4 1 pg) 
T7 Enzyme Mix 2 pl 
总 体积 20 pl 


要 点 “在 冰 上 装配 时 T7 反应 缓冲 液 中 的 亚 精 胺 会 与 模板 DNA Feit HE. 


应 在 室温 添加 反应 体系 ， 且 需 先 加 入 水 与 NTP Mix， 再 加 缓冲 液 。 


(3) 轻 弹 或 缓 缓 上 下 颠 倒 管子 混 义 ， 稍 稍 离心 使 反应 物 聚 集 在 管 底 ，37C 温 
浴 2 一 4 h。 
.152 + 


要 点 “第 一 次 转录 时 ， 推 荐 温浴 时 间 为 2 一 4 h。 为 求 能 达到 最 大 产量 ， 可 
建立 一 个 反应 ， 于 不 同时 间 取 样 检 测 ， 确 定 最 佳 温 洽 时 间 。 

(4) 除去 模板 DNA: 每 20 pl T7 反应 体系 加 入 1 pl Dnase, 37°C 15 min, 

(5) 用 2X BEE loading buffer，1% 琼 脂 糖 凝 胶 (TAE 配制 ) 电泳 检测 dsRNA 
纯度 。 
注解 dsRNA 与 同等 长 度 的 dsDNA 泳 动 速率 相当 ， 而 ssRNA 比 同 等 长 度 
的 dsDNA 泳 动 稍 快 ， 电 泳 时 可 能 会 见 到 一 些 比 目 的 片段 稍 慢 的 条 带 ， 这 可 能 是 
HH RNA 二 级 结构 引起 的 ， 不 影响 实验 进展 。 


6.3.2.2 dsRNA 的 纯化 


dsRNA 不 经 纯化 即 可 用 于 Dicer 酶 ， 但 纯化 过 的 dsRNA 会 获得 更 好 的 实验 结果 。 

(1) 加 入 30 pl RNase 45 30 pl LiCl 沉淀 反应 混合 物 中 的 dsRNA， 完 全 混 
4J, F—20°CHRFF B/S 30 min, 

(2) 4°C, 15 000 r/min 离心 15 min， 小 心地 移 去 上 清 ， 用 1 ml 70% 7 Be 
RULE KIB, ORE 70%% 乙 醇 ， 自 然 干 燥 。 

(3) FA RNase BK TE 4H dsRNA, RAFF —20°CR—70T, 

要 点 ”LicCl 沉淀 小 于 300 bp 的 RNA 片段 效率 较 低 ， 并 且 RNA 的 浓度 不 应 
{KF 0. 1 pe/pl, nF RNA 得 率 较 低 ，LiCl 沉淀 前 不 要 加 水 以 免 RNA 被 稀释 。 


6.3.2.3 dsRNA 的 定量 


紫外 吸收 法 定量 : 测定 ODxo 是 RNA 定量 最 简单 的 方法 ， 但 游离 核酸 或 模 
板 DNA 的 存在 会 使 ODzeo 发 生 偏差 ， 因 此 ，RNA 样品 的 纯度 直接 影响 定量 的 准 
确 性 。 一 般 情 况 下 ， 初 始 样品 1 : 500 的 稀释 液 吸收 值 在 分 光 光 度 计 线性 区 内 ， 
以 此 稀释 度 测 定 较为 准确 。 

对 于 dsRNA，1 OD2o 相当 于 40 pg/ml, 故 RNA = (pg/ml) WH: 
OD:e 义 稀释 倍数 义 40。 


6.3.2.4 人 重组 Dicer 酶 剪 切 获得 siRNA 


(1) 用 时 将 Dicer 反应 缓冲 液 置 于 室温 ， 以 10 pl 反应 体系 为 例 各 成 分 添加 
依次 如 下 : 


MilliQ 水 | 
dsRNA 1 pl (4 1 pg) 
ATP (10 mmol/L) 1 ul 
MgCl, (50 mmol/L) 0.5 pl 
Dicer 反应 缓冲 液 4 yl 
Dicer 酶 2 


总 体积 10 pl 
a 


要 点 “不 要 用 过 量 的 重组 Dicer 酶 ， 否 则 siRNA 产量 会 因 降解 反应 而 减少 。 
1 ng dsRNA 可 产生 约 0.5 pg siRNA. 

(2) 37C 温 浴 过 夜 〈12 一 18 hl) ， 加 2 pl Dicer 中 止 液 中 止 反应 。 

(3) 3%% 琼 脂 糖 或 15%% 聚 丙烯 酰 胺 电泳 检测 反应 效率 及 siRNA 产量 。 


6.3.2.5 siRNA 的 纯化 


FA RNA 纯化 柱 1 除去 盐 和 游离 核酸 

(1) 将 干 胶 加 入 旋转 柱 底部 ， 轻 敲 。 

(2) 加 入 650 pl hydrate buffer， 轻 敲 除去 气泡 ， 室 温水 化 5 一 15 min。 水 化 
完成 后 ， 可 在 冰箱 4C 贮 存 3 天 。 

(3) 750 g 旋转 柱子 4 min， 除 去 多 余 的 空隙 液 体 ， 对 柱子 放 和 人 离心 机 的 方 
位 做 记号 。 

(4) 于 弃 洗 管 ， 立 刻 将 样品 加 到 柱 顶 中 心 〈20 一 100 内) ， 注 意 不 要 碰 到 柱 
壁 或 搅动 凝 胶 。 

(5) 将 纯化 柱 套 上 样品 收集 柱 ， 放 回 离心 机 ， 保 持原 有 方位 。 

(6) 750 g 旋转 柱子 3 min， 样 品 进 入 收集 管 。 

Fl RNA 纯化 柱 2 除去 未 被 剪 切 的 dsRNA 

(1) 将 样品 槽 插入 到 一 个 收集 管 中 。 

(2) 加 10 pl 去 核酸 酶 水 到 样品 槽 〈 不 要 碰 到 膜 ) ， 盖 上 管 盖 。 

(3) 500 g 离心 2 min， 倾 去 收集 管 中 的 去 核酸 酶 水 。 

(4) 加 入 RNA 样品 到 样品 槽 中 〈 不 要 碰 到 膜 ) ， 盖 上 管 盖 。 

(5) 500 g By 15 min, 

要 点 “离心 不 能 超过 15 min. 

(6) 取出 收集 管 ，siRNA 在 收集 管 中 于 一 20C 冻 存 。 


6.4 实验 结果 
6.4.1 FMDV 基因 组 保守 区 序列 选 定 


我 们 以 HKN/2002 #4 5'NCR, VP4, VPg. POL. 3’NCR 基因 序列 为 原始 
序列 ， 在 美国 国家 生物 技术 信息 中 心 网 站 〈www. ncbi. nlm. nih. gov) 的 基因 数 
据 库 中 比 对 分 析 这 些 序列 与 异 源 毒 株 序列 的 同 源 性 。 最 终 选 定 的 5 NCR 、VP4、 
VPg. POL. 3’NCR 基因 序列 在 HKN/2002 全 基因 组 中 的 位 置 分别 为 500 一 
648, 1652~1821, 5798~5934, 7694~7878, 8012~8102 nt。 这 些 序列 在 O、 
A, Asia Il, C 型 FMDV 间 的 同 源 性 为 85% ~98%. AEH HKN/2002 和 
CHA/99 之 间 ， 它 们 的 同 源 性 很 高 ， 分 别 为 95% (5'NCR), 94% (VP4), 
97% (YPg)、98% (POL), 91% (3 NCR) O 型 的 HKN/V2002 和 Asia I HW 

和。 


YNBS/58 毒 株 间 ，5'NCR、POL、32NCR 的 序列 同 源 性 分 别 为 93%、97 听 、 
91%%， 但 未 发 现 VP4 AVP g 的 序列 在 这 两 个 不 同型 的 毒 株 间 存在 同 源 性 。 


6.4.2 RT-PCR 扩 增 HKN/2002 基因 组 保守 区 基因 


抽 提 HKN/2002 病毒 的 总 RNA， 分 别 以 PF1/PR1、PF3/PR3、PF4/PR4 
为 引物 一 步 法 RT-PCR 扩 增 5 NCR、VPg 、POL 基因 cDNA, PCR 产物 0.8% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 图 谱 见 图 3。 以 PF2-2/PR2-1 扩 增 VP4 基因 cDNA， 产 物 电泳 
图 谱 见 图 4。 以 PF5/PR5 扩 增 3'NCR 基因 cDNA， 产 物 电泳 图 谱 见 图 5。 


1 2 3 4 1 2 
1000 bp — 
1000 bp — 
500 bp — 
500 bp —— ” 
200 bp 
200 bp —__ 和 165 bp 200 bp — — 205 bp 
100 bp — 150 bp 100 bp 一 一 


图 3 5 NCR、VPg、POL 基因 PCR 扩 增 图 4 VP4 基因 PCR 扩 增 产物 电泳 图 谱 
产物 电泳 图 谱 1. DNA marker; 2. VP4 
1. DNA marker; 2~4. 分 别 为 55NCR、 
VPg, POL 产物 条 带 


一 110bp 


图 5 3'NCR 基因 PCR 扩 增 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2. 对 照 组 ;3. 3 NCR 


HKN/2002 病毒 5'NCR、VP4 、VPg、POL、3'NCR 基因 cDNA 以 上 述 引 
物 扩 增 其 产物 理论 大 小 分 别 约 为 165 bp、205 bp、150 bp、200 bp、110 bp. A 
电泳 图 谱 可 见 ，RT-PCR 产物 条 带 特异 ， 且 大 小 与 预期 相符 。 
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6.4.3 报告 质粒 pb5NCR-EGFP、pVP4-EGFP、pVPg-EGFP、pPOL- 
EGFP 和 p3NCR-EGFP 的 构建 


5'NCR, VP4, VPg. POL. 3’NCR 的 EcoRI/BamHI 双 酶 切 产物 与 pEG- 
FP-N1 的 EcoRI/BamHI 双 酶 切 产 物 连 接 ， 并 转化 TG] 菌株 。 分 别 挑 取 转化 子 
进行 鉴定 。 
6.4.3.1 PCR 鉴定 


以 PF1/PR1 系列 引物 对 报告 质粒 转化 子 进行 PCR 鉴定 。 

5 个 p5NCR-EGFP、2 个 pVPg-EGFP 和 2 个 pPPOL-EGFP 转化 子 PCR 产物 
电泳 图 谱 见 图 6. 

4 个 pPVP4-EGFP 转化 子 PCR 产物 电泳 图 谱 见 图 7。 

4 个 p3NCR-EGFP 转化 子 PCR 产物 电泳 图 谱 见 图 8。 


图 6 p5NCR-EGFP、pVPg-EGFP、pPPOL-EGFP 转化 子 PCR 产物 电泳 图 
1. DNA marker; 2~6. p5NCR-EGFP; 7 一 8. pVPg-EGFP; 9~10. pPOL-EGFP 


图 7 pVP4-EGFP 转化 子 PCR 产物 电泳 图 
1. DNA marker; 2 一 5. pVP4-EGFP 
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图 8 p3NCR-EGFP 转化 子 PCR 产物 电泳 图 
1. DNA marker; 2~5. p3NCR-EGFP 


转化 子 PCR 产物 电泳 图 谱 表 明 ， 图 6 中 所 有 泳 道 转化 子 均 为 阳性 ; 图 7 中 
第 4、5 号 泳 道 转化 子 为 阳性 ， 尽 管 PCR 效率 较 低 、 特 异性 不 高 以 及 引物 二 聚 体 
现象 严重 ;图 8 中 所 有 泳 道 转化 子 均 为 阳性 。 拟 进一步 鉴定 。 
6.4.3.2 双 酶 切 鉴定 


分 别 取 图 6 的 第 2 和 3 (p5NCR-EGFP)、7 和 8 (pVPg-EGFP). 9 和 10 
(pPOL-EGFP) 号 泳 道 转化 子 ， 图 7 的 第 4 和 5 (pVP4-EGFP) 号 泳 道 转化 子 ， 
图 8 的 第 2 和 3 号 泳 道 转 化 子 进行 EcoRI/BamHI 双 酶 切 鉴 定 。 酶 切 产 物 电 泳 图 
谱 分 别 见 图 9 一 图 11. 


1000bp 


500 bp 


200 bp 
100 bp 


图 9 pSNCR-EGFP, pVPg-EGFP, pPOL-EGFP 转化 子 双 酶 切 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2 一 3，pP5NCR-EGFP (相对 于 图 6 的 第 2 和 3 号 泳 道 转 化 子 ); 4~5. pVPg EGFP (AH 
对 于 图 6 的 第 7 和 8 号 泳 道 转 化 子 ); 6~7. pPOL-EGFP (相对 于 图 6 的 第 9 和 10 号 泳 道 转 化 子 ) 


转化 子 双 酶 切 产物 电泳 图 表明 ， 图 9 中 除了 6 号 外 其 他 泳 道 转化 子 均 为 阳 


性 ; 图 10 中 所 有 泳 道 转化 子 均 为 阳性 ; 图 11 中 第 3 号 泳 道 转化 子 为 阳性 。 拟 进 
一 步 测序 鉴定 。 
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1000 bp 


500 bp 
200 bp 110 bp 
100 bp 
图 10 pVP4-EGFP 转化 子 图 11 p3NCR-EGFP 转化 子 
双 酶 切 产 物 电 泳 图 谱 双 酶 切 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2 一 3. pVP4-EGFP 1. DNA marker; 2~3. p3NCR-EGFP 
(相对 于 图 8 的 第 4 和 5 号 泳 道 转化 子 ) (相对 于 图 9 的 第 2 和 3 号 泳 道 转化 子 ) 


6.4.3.3 测序 鉴定 


挑选 阳性 转化 子 在 上 海 博 亚 生 物 工 程 有 限 公 司 测序 。 引 物 选 用 pEGFP-N1 
载体 通用 正 向 引物 ， 即 5 -CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG-3'。 测 序 结果 表 
BA, 5'NCR, VP4, VPg. POL, 3’NCR 基因 序列 与 GenBank 报道 相符 ， 克 隆 
正确 。 测 序 报告 略 。 


6.4.4 带 有 T7 启动 子 序列 的 5 NCR、VP4、VPr、POL、3NCR 
基因 序列 PCR 扩 增 


我 们 采用 PFA/PRA AZ 5| WL 5'NCR, VP4, VPg,. POL, 3’NCR 基因 
序列 为 模板 PCR 扩 增 获得 带 有 T7 启动 子 序 列 的 dsRNA 转录 模板 。PCR 产物 电 
泳 图 见 图 12. 


1 2 3 4 5 6 


1000 bp— 240 b 
iB Na fir 
100 bp — —— Sa0 
P 
145 bp 


图 12 PCR 产物 电泳 图 谱 
1. DNA marker; 2 一 6. 分 别 是 5 NCR、VYP4、VPg、POL、34NCR 产物 


HKN/2002 病毒 5NCR、VP4、VPg、POL、34NCR 基因 cDNA 以 上 述 引 
物 扩 增 其 产物 理论 大 小 分 别 约 为 220 bp、237 bp、210 bp、240 bp、145 bp. A 
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电泳 图 谱 可 见 ，PCR 产物 条 带 特异 ， 且 大 小 与 预期 相符 。 
6.4.5 dsRNA 的 转录 及 siRNA 的 制备 


以 带 有 T7 Jesh 5'NCR, VP4, VPg. POL, 3’NCR 基因 PCR 产物 
(图 12) 为 模板 ， 经 T7 聚合 酶 反应 转录 获得 相应 的 dsRNA, dsRNA 产物 由 
Dicer 酶 前 切 最 终 获 得 siRNA. dsRNA 及 其 siRNA 产物 电泳 图 谱 见 图 13。 


图 13 dsRNA 转录 产物 及 其 经 Dicer 酶 剪 切 获得 的 SIRNA 电泳 图 谱 


图 13 表明 ， 转 录 获 得 的 预期 的 dsRNA 产物 量 较 大 (dsRNA 泳 道 的 高 亮度 
条 带 ) ， 另 有 中 等 亮度 条 带 的 转录 产物 疑 为 目的 dsSRNA 的 二 聚 体 ， 因 为 T7 聚合 
酶 启动 的 转录 反应 常常 获得 目的 产物 的 多 聚 体 ， 根 据 siRNA 制备 试剂 盒 说 明 ， 
该 多 聚 体 不 影响 Dicer MEAT BIW). Dicer 酶 剪 切 反应 产物 经 纯化 获得 较 纯 的 
siRNA (siRNA 泳 道 ) 。 


6.4.6 SiRNA 在 BHK-21 内 有 效 抑制 EGFP 融合 基因 的 表达 


为 了 检测 siRNA Xf FMDV 保守 区 基因 表达 的 影响 ， 我 们 将 SIRNA (96 FL 
板 ，100 ng/ 孔 ) 以 及 报告 质粒 〈96 孔 板 ，200 ng/ 孔 ) FEY BHK-21 细胞 。 转 
染 后 24 h 从 多 个 水 平 检测 绿色 荧光 蛋白 表达 情况 ， 结 果 见 图 14。 

荧光 显微镜 观察 〈 图 14A) 以 及 流 式 细胞 仪 对 绿色 荧光 和 曙 白 表达 细胞 计数 结 
果 (图 14B) 显示 ， 与 报告 质粒 单质 粒 转 染 相 比 ，siRNA 的 共 转 染 使 绿色 荧光 和 蛋 
白 表达 水 平 降 低 约 90% ， 而 对 照 siRNA 的 共 转 染 没有 显著 降低 绿色 荧光 蛋白 的 
表达 水 平 。 抽 提 各 个 转 染 组 细胞 总 RNA， 并 且 以 PF1/PR1 系列 引物 实时 荧光 定 
量 PCR 检测 各 保守 区 基因 mRNA 的 丰 度 ， 结 果 (图 14C， 表 1) 与 显微镜 观察 
和 细胞 计数 结果 相 吻 合 。 以 上 结果 表明 ， 我 们 设计 制备 的 靶 向 FMDV 基因 组 保 
FRA siRNA 能 够 有 效 特 异地 干扰 保守 区 基因 与 EGFP 融合 报告 基因 在 BHK- 
21 细胞 中 的 复制 与 表达 。 
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图 14 siRNA #£ BHK-21 细胞 内 抑制 保守 区 基因 与 EGFP 融合 报告 基因 的 表达 
A. 各 转 染 组 细胞 荧光 显微镜 观察 照片 ; B. 流 式 细胞 仪 计数 绿色 荧光 蛋白 表达 细胞 数量 ; 
C. 实时 荧光 定量 PCR 检测 细胞 总 RNA 中 FMDV 保守 区 基因 mRNA 丰 度 


表 1 实时 荧光 定量 PCR 检测 两 次 重复 实验 的 临界 循环 值 


实验 组 第 一 次 第 三 次 平均 值 
p5NCR-EGFP 9. 13 10. 08 9.61 
pVP4-EGFP 8. 27 9.11 8. 69 
pVPg-EGFP 10. 21 9.59 9. 90 
pPOL-EGFP 9. 98 10. 74 10. 36 
p3NCR-EGFP 8. 92 10. 43 9. 68 
p5NCR-EGFP + 5'NCR siRNA 13. 56 14. 62 14. 09 
pVP4-EGFP + VP4 siRNA 13. 39 14. 38 13. 89 
pVPg-EGFP + VPg siRNA 13. 88 14"T2 14. 00 
pPOL-EGFP + POL siRNA 13. 48 14. 43 | 13. 96 
p3NCR-EGFP + 3'’NCR siRNA 15. 65 15. 20 15. 43 
p5NCR-EGFP + VP4 siRNA 9. 06 9. 43 9. 25 
pVP4-EGFP + VPg siRNA 8.57 9.18 8. 88 
pVPg-EGFP + POL siRNA 9.57 9. 31 9. 44 
pPOL-EGFP 十 3'NCR siRNA Vi 41 11.14 11.13 
p3NCR-EGFP + 5’NCR siRNA 9.54 10. 32 9. 93 


6.4.7 siRNA # BHK-21 细胞 中 抑制 同 源 和 异 源 毒 株 的 感染 
为 了 研究 我 们 设计 的 siRNA 能 否 有 效 地 抑制 FMDV 不 同 毒 株 的 感染 ， 我 们 


LO 


使 用 siRNA 对 BHK-21 细胞 进行 瞬时 转 染 。9%6 孔 板 每 孔 细 胞 每 种 siRNA 转 染 
量 为 100 ng，5 h 后 分 别 以 100 TCID50 HKN/2002 或 CHA/99 或 YNBS/58 或 
Ea 感染 上 述 被 转 染 的 细胞 ，1 h 后 弃 去 病毒 液 加 新 鲜 培 养 基 ， 然 后 通过 倒置 显 微 
镜 观 察 细 胞 CPE， 并 在 不 同时 间 取 样 检测 培养 液 中 的 病毒 滴 度 。 结 果 见 图 15. 
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图 15 siRNA 在 BHK-21 细胞 中 抑制 同 源 和 异 源 FMDV 毒 株 的 感染 


结果 表明 ，5 种 SIRNA 均 能 显著 抑制 同 源 毒 株 HKN/2002 的 感染 ， 在 病毒 
感染 后 的 48 h 抑制 水 平 约 为 50 一 100 倍 (AI 15A); siRNA 同样 能 够 在 O 型 
CHA/99 异 源 毒 株 感 染 后 的 48 h 维持 15 一 1000 倍 的 抑制 水 平 (A 15B); siRNA 
对 同 为 O 型 毒 株 的 感染 效应 持续 约 6 天 。 有 趣 的 是 ，5 NCR、POL、3'NCR = 
FH siRNA Xf Asia I 型 的 YBSN/58 毒 株 表现 出 了 显著 的 抑制 ， 在 感染 后 12 hy 
24 h、48 h 检测 到 了 约 10 倍 水 平 的 抑制 效应 〈 图 15C) ， 但 该 抑制 效应 持续 时 间 
很 短 ， 在 感染 后 的 60 h 已 经 检测 不 到 。 对 对 照 PRV 毒 株 Ea 的 感染 缺乏 显著 的 
抑制 〈 图 15D) ， 表 明 这 些 siRNA 诱导 的 RNAi 效应 具有 FMDV 特异 性 。 我 们 
AY Sera RUE, FEI] FMDV 基因 组 保守 区 的 siRNA 能 够 诱导 对 异 源 毒 株 复制 
的 交叉 抑制 。 
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6.4.8 FMDV FRR RA siRNA 的 干扰 效率 


我 们 之 前 的 工作 表明， 表达 VP1 mRNA 的 pVP1 质粒 与 VP1 siRNA 表达 
质粒 联 用 能 够 提高 RNAi 对 乳 鼠 的 保护 率 。 为 了 进一步 验证 “病毒 MRNA 的 存 
在 能 够 使 SIRNA 的 效果 维持 更 长 的 时 间 ” 这 一 假设 ， 以 及 探讨 SIRNA 的 治疗 潜 
Aj, BATE BAK-21 细胞 预先 感染 HKN/2002 毒 株 ，1 h 后 弃 去 病毒 液 ， 然 后 转 
染 siRNA， 观 察 细胞 的 CPE， 检 测 病毒 的 复制 水 平 。 结 果 见 图 16。 
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16 FMDV 的 预感 染 提 高 RNAI 的 效率 
A. 细胞 上 清 液 毒 价 测定 ;，B. 各 个 实验 组 细胞 CPE 的 显 微 观察 


结果 表明 ， 相 比 预 转 染 siRNA 再 感染 FMDV 的 情况 ， 在 预感 染病 毒 再 转 染 
siRNA 的 细胞 内 ，4 种 siRNA (除了 3'NCR siRNA) 能 够 更 加 有 效 地 抑制 病毒 


的 复制 〈 图 16) 。 而 且 ， 在 预感 染 的 情况 下 ，RNAIi 效应 持续 更 长 的 时 间 ， 预 转 
。 162 。 


Ye siRNA 再 感染 FMDV 的 细胞 在 感染 后 150 h 均 发 生 了 显著 的 CFE， 而 预感 染 
病毒 再 转 染 siRNA 的 细胞 对 病毒 感染 的 抑制 效应 至 少 持续 了 198 h。 


6.5 实验 发 现 


我 们 选取 5'NCR, VP4, VPg. POL 和 3’NCR 5 个 基因 作为 siRNA AY #8 
点 ， 原 因 除 了 这 些 基 因 具 有 保守 性 外 ， 还 因为 它们 在 病毒 复制 周期 中 均 扮 演 了 重 
要 角色 。 从 其 他 小 RNA 病毒 的 相关 研究 发 现 ， 在 病毒 RNA 复制 过 程 中 ， 
3'NCR 介 导 了 病毒 RNA 与 细胞 蛋白 或 病毒 蛋白 之 间 的 互 作 59 。5 NCR 所 形成 
的 广泛 的 二 级 结构 被 认为 与 病毒 基因 的 翻译 起 始 相 关联 J。 由 于 5 NCR 和 3 
NCR 在 病毒 复制 过 程 中 的 重要 性 使 其 成 为 抗 病毒 研究 的 主要 对 象 之 一 号 。 由 于 
RdRP、VPg、RNA 复制 模板 以 及 其 他 病毒 或 细胞 因子 间 的 互 作 调控 了 病毒 
RNA 的 复制 -2 ， 因 此 ，RdRP 和 VPg 成 了 抗 病毒 制剂 开发 的 另外 两 个 重要 部 
点 。VP4 是 一 个 结构 和 蛋白， 位 于 病毒 颗粒 内 部 ， 它 与 病毒 颗粒 的 成 熟 过 程 
ARO, 

我 们 的 实验 结果 发 现 ， 不 同 的 siRNA 对 同一 个 病毒 毒 株 具有 不 同 的 干扰 效 
应 ， 而 同一 个 siRNA 对 不 同 的 病毒 毒 株 的 抑制 效应 也 不 尽 相 同 ， 这 与 前 人 的 实 
We HWA. AB, Xt siRNA 干扰 效率 的 影响 因素 仍然 缺少 认识 ， 在 这 
一 方面 科研 人 员 作 过 多 个 假设 ; 其 一 ，mRNA 所 结合 的 蛋白 因子 可 能 形成 一 个 
所 谓 的 位 置 效 应 〈positional effect)"; He, mRNA 的 高 级 结构 可 能 影响 其 与 
siRNA WR; =, siRNA 在 细胞 内 可 能 受到 5 磷酸 化 反应 的 影响 5 。 在 
我 们 的 结果 中 ， 不 可 思议 的 是 ， 根 据 HKN/2002 设计 的 某 些 siRNA 对 同型 异 源 
毒 株 CHA/99 的 抑制 效应 似乎 比 对 同 源 毒 株 HKN/2002 更 强烈 (AL 15A，B)， 
例如 ，5 NCR siRNA 在 病毒 感染 后 96 h 对 CHA/99 的 抑制 超过 1000 倍 ， 而 对 
HKN/2002 的 抑制 未 达到 100 倍 。 仅 仅 3 NCR siRNA 如 我 们 所 估计 的 那样 ， 对 
同 源 毒 株 表 现 出 了 较 强 的 抑制 效应 。 对 这 种 现象 的 解释 ， 除 了 上 述 的 三 个 假设 之 
外 ， 我 们 认为 ，5'NCR、VP4、VPg、POL 4 个 基因 序列 比 3’ NCR 在 HKN/ 
2002 和 CHA/99 之 间 存 在 更 高 的 同 源 性 是 导致 该 现象 产生 的 可 能 原因 ， 因 为 有 
证 据 表 明 ，siRNA 双 链 之 间 可 以 允许 某 些 碱 基 不 匹配 ， 而 且 这 样 的 不 匹配 存在 
甚至 使 sRNA 有 更 高 的 基因 沉默 效应 2'2) ， 这 同时 暗示 siRNA 与 靶 mRNA 之 间 
的 某 些 不 匹配 也 可 能 导致 RNAi 效应 的 提高 。 但 是 我 们 这 种 假设 需要 深入 的 
探讨 。 

Song 等 2 的 研究 发 现 ， 病 毒 mRNA 的 存在 能 够 使 siRNA 的 效果 维持 更 长 
的 时 间 。 我 们 还 发 现 ， 已 经 感染 病毒 的 细胞 转 染 某 些 SIRNA (除了 3 NCR 
siRNA) Ja hie siRNA 再 感染 病毒 的 细胞 具有 更 强烈 的 抵抗 力 〈 图 16). 
早期 研究 人 员 提 出 一 种 推测 ， 即 靶 mRNA 的 存在 使 SIRNA BARK AK SE 
期 5。 其 他 可 能 的 解释 是 ， 病 毒 的 预感 染 可 能 自然 诱发 了 RNAi Remi, jx 

ee 


样 ， 当 体外 的 siRNA 转 染 进 入 细胞 后 使 RNAi 反应 更 快 、 更 有 效 ， 也 持续 更 长 
时 间 。 我 们 首次 提出 : 病毒 的 预感 染 可 能 建立 起 了 一 套 初 级 的 核酸 水 平 的 免疫 记 
忆 ， 之 后 转 染 siRNA 使 细胞 更 加 有 效 地 诱发 RNAi 反应 ， 提 高 SIRNA 抑制 病毒 
的 复制 与 感染 效率 。 


我 们 的 结果 发 现 ， 靶 回 病 毒 基因 组 保守 区 设计 SIRNA 是 区 服 病毒 遗传 多 态 


性 的 可 行 方法 之 一 ， 特 别 地 ， 我 们 的 工作 使 RNAI 技术 在 FMDV 中 的 应 用 又 向 
前 迈 出 了 一 大 步 。 接 下 来 的 工作 我 们 期 望 在 动物 水 平 对 RNAI 的 有 效 性 和 实用 性 
进行 评估 。 
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7 siRNA 抑制 FMDV 在 IBRS-2 
细胞 和 动物 体内 的 复制 与 感染 


FMDV 3D 基 因 以 及 已 coii ZacZ 基 因 片 段 PCR 扩 增 


| 


siRNA 表达 质粒 pPNT21、PpPOL、PpLacZ 的 构建 


| 


腺 病毒 穿 俊 质 粒 pPCMV-NT21、PpCMV-POL、pCMV-LacZ 的 构建 


| 


重组 腺 病毒 质粒 pAd5-NT21、pAd5-POL、pAd5-LacZ 的 构建 


| 


重组 腺 病毒 培养 及 扩 增 


| 


IBRS-2 细 胞 水 平 抗 病毒 能 力 检测 


| 


豚鼠 水 平 抗 病毒 能 力 检测 


| 


家 猪 抗 病毒 能 力 检测 


7.1 引言 


一 门 新 生物 技术 的 发 展 及 其 应 用 是 一 个 漫长 而 且 渐 进 的 过 程 ，RNAi 技术 作 
为 病毒 感染 防御 策略 也 是 如 此 。 我 们 和 世界 上 其 他 研究 人 员 对 RNAI 技术 能 和 否 作 
为 抗 EMDV 有 效 的 策略 进行 了 一 系列 的 探索 。 研 究 结 果 令 人 兴奋 ， 但 同时 也 必 
面临 一 系列 的 挑战 和 疑问 。 

首先 ， 我 们 吕 在 世界 上 率先 发 表 了 研究 报道 ， 发 现 采用 质粒 载体 表达 部 向 
FMDV 1D 基因 的 shRNA 能 够 有 效 地 抑制 同 源 病毒 在 BHK-21 细胞 中 的 复制 。 
而 且 ， 将 shRNA 表达 质粒 颈 部 皮下 注射 乳 鼠 ，6 h 后 动物 能 够 有 效 抵抗 一 定 剂 
量 病毒 的 攻击 。 让 人 感到 不 可 思议 的 是 ,我们 构建 了 一 个 能 够 表达 ID 基因 
mRNA 的 质粒 bVP1， 并 将 其 和 siRNA 表达 质粒 联合 注射 乳 鼠 ， 能 够 显著 提高 
动物 对 病毒 的 抵抗 力 。 我 们 的 研究 论文 发 表 之 后 ， 美 国 梅 岛 动物 研究 中 心 的 
Grubman 教授 针对 我 们 的 工作 在 英国 的 免疫 学 动态 杂志 (Trends in Immunolo- 
gy) 上 发 表 了 专门 的 评论 性 文章 5 ， 他 认为 ，RNAi 技术 尽管 在 细胞 水 平 是 有 效 
的 ， 但 是 若 要 将 该 技术 成 功 运用 在 模式 动物 或 易 感 动物 个 体 水 平 必须 做 到 以 下 几 
Ri: 寻找 有 效 的 siRNA 表达 和 传递 系统 、 让 RNAi 效应 系统 化 、 克 服 病毒 逃逸 、 
鉴定 病毒 抑制 因子 ， 以 及 避免 siRNA 的 副 反应 。 他 们 也 相信 ， 作 为 一 种 新 颖 的 
病毒 免疫 策略 ，RNAi 技术 在 FMDV 中 的 可 行 性 值得 深入 研究 。 我 们 的 论文 和 
Grubman 教授 的 评论 刚 发 表 不 久 ， 英 国 的 两 位 同行 Bayry 和 Tough” th 7 3¢ 
的 免疫 学 动态 杂志 上 发 表 评 论 ， 他 们 对 RNAI 技术 在 FMDV 中 的 应 用 持 翡 观 的 
态度 ， 他 们 的 理由 是 FMD 的 高 度 复 杂 性 和 RNAi 技术 的 不 成 熟 。 前 者 包括 : 
外 自然 界 中 拥有 超过 33 HA FMDV 易 感 动物 ，@OEFMDV 具有 高 度 变 异性 ; 
@FMDV 传播 媒介 极 广 。 后 者 包括 : ORNAI 分 子 机 制 在 众多 FMDV 易 感 动物 
中 的 保守 性 未 知 ， QRNAI 效应 持续 时 间 过 短 ， 难 以 确定 免疫 时 间 ;， @ RNAI 的 
处 理 可 能 无 法 完全 清除 病毒 并 致使 病毒 在 动物 体内 潜伏 。 基 于 以 上 理由 ， 他 们 认 
AY RNAi 技术 在 该 领域 的 应 用 潜力 十 分 有 限 。 

正当 争论 进行 的 时 候 ， 研 究 有 了 新 的 进展 。 我 们 久 和 其 他 两 个 实验 室 (包括 
Grubman 教授 的 实验 室 )5'5 几乎 同时 报道 了 类 似 的 实验 结果 ， 发 现 靶 向 FMDV 
基因 组 保守 区 的 siRNA 能 够 使 细胞 对 同型 不 同 毒 株 和 不 同型 的 毒 株 起 交叉 抑制 
作用 。 而 且 ， 我 们 还 发 现 采用 体外 转录 dsRNA， 然 后 通过 人 重组 Dicer 酶 获得 
的 鸡尾酒 siRNA 转 染 细胞 ， 可 以 使 抗 病毒 效应 持续 超过 6 AY. See Ee 
的 时 候 ，Kahana 等 咏 以 色 列 研究 人 员 通 过 生物 信息 学 的 方法 分 析 了 FMDV 全 基 
因 组 ， 找 到 了 至 少 有 连续 22 个 碱 基 在 所 有 FMDV 基因 组 中 100%% 同 源 的 三 个 位 
点 ， 他 们 化 学 合成 了 靶 向 这 三 个 位 点 的 siRNA。 结 果 发 现 ， 这 三 个 siRNA 均 能 
有 效 抑制 病毒 的 复制 ， 而 且 有 趣 的 是 ， 三 个 siRNA 联 用 能 够 完全 抑制 病毒 对 细 
胞 的 感染 。 
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目前 的 研究 结果 暗示 ，Bayry 和 ToughL5 提 到 的 几 个 挑战 ， 特 别 是 病毒 高 度 
变异 性 和 了 RNAi 无 法 完全 清除 病毒 这 两 个 难题 能 够 被 克服 。 因 此 ， 我 们 甸 也 与 
Bayry 和 Tough 在 同期 发 表 了 评论 性 文章 ， 我 们 认为 ， 不 宜 对 RNAIi 的 可 行 性 过 
早 下 定论 ， 特 别 地 应 该 在 易 感 动物 上 进行 有 效 的 评估 。 因 此 ， 我 们 在 这 个 工作 
中 ， 以 复制 缺陷 型 人 重组 腺 病毒 Ad5 为 载体 表达 siRNA， 并 检测 了 该 重组 腺 病 
毒 在 细胞 、 豚 鼠 及 家 猪 等 三 个 水 平 的 抗 病毒 感染 潜力 。 


7.2 实验 材料 
7.2.1 细胞 、 动 物 及 病毒 毒 株 


C1) 细胞 

IBRS-2, DMEM 培养 基 GF 10 儿 胎 牛 血清 ， 每 升 200 万 单位 青霉素 和 链 
霉 素 ，pH.7.4) 37°C, 5 %CO; 条 件 下 培养 。 

(2) 动物 

豚鼠 ， 每 只 重 250 一 300 g， 内 蒙古 金宇 集团 生物 制药 厂 自行 饲养 ; 长 白猪 ， 
2 一 3 月 龄 ， 每 头 重 40 一 50 kg， 购 于 内 蒙古 察 素 齐 养 猪 三 。 

(3) 病毒 

用 2 


7.2.2 质粒 及 菌株 


(1) 质粒 

腺 病毒 穿梭 质粒 载体 pAdTrack-CMV 以 及 腺 病毒 质粒 载体 pAdEasy-1l 
(Stratagene, La Jolla, CA) 由 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 室 构 建 ， 其 他 质 
粒 参 见 5. 2.2, 

(2) 菌株 

E. coli TG] FARK. E. coli BJ5183 菌株 ， 由 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 
室 保存 。 


7.2.3 主要 试剂 


CL) 生化 酶 制剂 

限制 性 内 切 核 酸 酶 : Sa/I、XpaI、PxzmmzeI、PacI， 均 购 自 BioLabs 公司 ; 其 
他 酶 制剂 参见 5. 2. 3。 

(2) 试剂 盒 

FMDV 非 结构 蛋白 抗体 单 抗 阻 断 ELISA 试剂 盒 ， 购 于 北京 世纪 元 享有 限 公 
司 ， 其 他 试剂 盒 参 见 5. 2. 3。 

(3) 其 他 试剂 参见 5. 2. 3。 
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7.2.4 主要 仪器 


ELISA 板 读数 : 450 nm 波长 酶 标 仪 ， 由 复旦 大 学 遗传 工程 重点 实验 室 211 
工程 仪器 室 提 供 。 
其 他 仪器 见 5. 2. 4。 


py EAE 
7.2.5.1 HKN/2002 3D 4H RT-PCR 扩 增 引物 


根据 GenBank 公布 的 HKN/2002 毒 株 序 列 设计 ， 并 化 学 合成 扩 增 3D 基因 
的 引物 如 下 〈 下 画 线 部 分 为 基因 匹配 序列 ) : 

正 链 引物 P53: 5'-GGAATTCGAGGCTATCCTCTCCTTTGC-3’ 

负 链 引物 P54; 5'-CCGCTCGAGACGGAGATCAACTTC-3' 

正 链 引物 P55: 5'-CCCAAGCTTAAAAAGAGGCTATCCTCTCC-3' 


7.2.5.2 E.coli LacZ 基因 了 RT-PCR 扩 增 引物 〈 下 画 线 部 分 为 基因 匹配 序列 ) 


正 链 引物 P56: 5'-GGAATTCGAGTGTGATCATCTGGTCG-3’ 
负 链 引物 P57: 5'/-CCGCTCGAGCGACAGATTTGATCC-3’ 
正 链 引物 P58: 5'/-CCCAAGCTTAAAAAGAGTGTGATCATCTGG-3' 


7.3 实验 方法 


关于 总 RNA 抽 提 、PCR、RT-PCR、 酶 切 、 连 接 、 质 粒 克 隆 、 质 粒 抽 提 、 
质粒 鉴定 、DNA 转 染 等 分 子 生 物 学 基本 操作 ， 以 及 病毒 毒 价 测定 等 病毒 学 方法 
请 参见 5. 3， 这 里 不 再 详细 令 述 。 


7.3.1 _ siRNA 表达 质粒 构建 
7.3.1.1  pNI21 


该 质粒 的 构建 请 见 5. 3. 4. 2。 


7.3.1.2 pPOL 和 PpLacZ 


1) POL siRNA 和 LacZ siRNA 表达 模板 的 设计 及 其 拼接 


POL siRNA 和 LacZ siRNA 表达 模板 的 设计 参见 5. 3. 4. 2。 但 是 其 合成 及 其 
拼接 采取 与 5. 3. 4. 2 中 所 述 的 siRNA 表达 模板 不 同 的 方法 。 在 这 里 ， 我 们 通过 
RT-PCR 或 PCR 方法 分 别 获 得 正 向 和 反 向 表达 模板 序列 ， 然 后 通过 正 反 向 序列 
的 连接 获得 具有 反 上 向 重复 结构 的 SIRNA 表达 模板 。 构 建 方式 如 图 1 所 示 CL 
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POL siRNA 表达 模板 为 例 ) 。 


HKN/2002 总 RNA 


:人 
人 
ET 人 
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aA THT 


图 1 POL siRNA 表达 模板 的 合成 及 其 拼接 


LacZ siRNA 表达 模板 的 合成 与 POL siRNA 表达 模板 基本 一 致 ， 有 所 不 同 
的 是 : 正 向 和 反 向 模板 序列 分 别 通过 引物 P56/P57 和 P58/P57 以 pWR590 〈 复 
旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 室 构 建 的 含有 E. coli LacZ 基因 的 质粒 ) 为 模板 
PCR 扩 增 获得 。 


2) pPOL 和 pLacZ 质粒 克隆 


siRNA 表达 模板 与 pPUf6 质粒 的 连接 克隆 请 见 3.3.3, 
因此 理论 上 ，pNT21 和 pPOL 能 够 在 U6 启动 子 的 调控 下 转录 获得 分 别 葛 向 
FMDV 1D 和 3D 基因 的 shRNA (图 2A)。 


7.3.2 腺 病毒 穿梭 质粒 的 构建 

腺 病毒 穿梭 质粒 的 构建 过 程 如 图 2B 所 示 。 以 Sall/Xbal 双 酶 切 分 别 获取 
pNT21, pPOL, pLacZ 中 含有 siRNA 表达 模板 的 基因 片段 ， 并 将 其 克隆 到 腺 病 
毒 穿梭 质粒 载体 pAdTrack-CMV 中 ， 分 别 获得 重组 腺 病毒 穿梭 质粒 PCMV- 
NT21、pCMV-POL、pCMV-LacZ。 由 于 pAdTrack-CMV 载体 在 Sall/Xbal 克 
隆 位 点 上 游 含有 CMV 启动 子 ， 因 此 ， 理 论 上 siRNA 表达 模板 的 转录 受到 U6 A 
动 子 和 CMV 启动 子 双 调控 ， 可 能 获得 两 种 类 型 的 shRNA 〈 图 2B) ， 我 们 预测 ， 
这 两 类 shRNA 均 能 够 被 Dicer 酶 识别 剪 切 获得 具有 功能 性 的 与 我 们 预期 相 一 致 
的 siRNA。 质 粒 pPNT21、pPOL、pLac2 的 Sall/Xbal 双 酶 切 基因 片段 与 
pAdTrack-CMV 载体 的 具体 克隆 步骤 见 3. 3.59), 
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图 2 FMDV 基因 组 结构 、 腺 病毒 穿梭 质粒 构建 、 重 组 腺 病毒 DNA 结构 示意 图 


7.3.3 重组 腺 病毒 DNA 的 克隆 


重组 腺 病毒 DNA 的 克隆 过 程 参 考 He SM TPE, PRIMER. 

(1) 重组 腺 病毒 穿梭 质粒 pCMV-NT21, pCMV-POL, pCMV-LacZ 以 
Pmel 酶 切 使 其 线性 化 。 

(2) 通过 电 转 化 方法 将 线性 化 的 穿梭 质粒 DNA 与 腺 病毒 质粒 载体 
pAdEasy-1 共 转 化 BJ5183 菌株 〈 穿 梭 质 粒 与 腺 病毒 质粒 在 这 一 过 程 发 生 重组 )， 
转化 菌 液 涂 布 于 含有 Km 选择 性 LB 平板 。 

(3) 挑选 转化 子 ， 抽 提 质 粒 进行 酶 切 鉴 定 。 


7.3.4 重组 腺 病毒 的 培养 、 扩 增 及 其 纯化 浓缩 


重组 腺 病毒 的 制备 过 程 参考 He SM THE, FREE ASR. 

CL) 取 阳 性 克隆 质粒 经 Pacl 酶 切线 性 化 〈 图 2C)，DNA 纯化 后 以 脂 质 体 
Lipofectamine reagent 2000 转 染 人 胚胎 肾 成 纤维 细胞 AD-293， 转 染 后 细胞 培养 
液 只 留 少 量 〈 通 常 25 cm’ 细胞 培养 瓶 留 4 ml 培养 液 ) 。 

(2) 欧 光 显微镜 观 GFP 表达 情况 及 细胞 CPE。 通 常 在 转 染 后 10 天 内 细胞 出 
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现 CPE， 第 一 次 转 当 有 时 也 可 能 不 出 现 CPE， 可 同样 进行 下 面 操作 。 

(3) 在 在 步骤 (2) 中 不 出 现 CPE， 倒 去 细胞 培养 瓶 中 的 培养 液 ， 只 留 少 
量 。 用 移 液 管 将 贴 壁 细 胞 刮 散 ， 将 细胞 悬浮 液 于 于 冰 和 37C 水 浴 锅 中 来 回 冻 融 
=k 

(4) 1500 r/min 于 4C 离 心 10 min， 取 上 清 液 ， 分 装备 用 。 

(5) 取 1 ml 步骤 〈4) 中 的 上 清 液 加 入 已 长 满 AD-293 细胞 的 25 cm? 培养 瓶 
中 ， 于 细胞 培养 箱 内 每 隔 15 min 前 后 左右 播 晃 多 次 培养 1 一 2 h， 加 细胞 培养 液 
至 4 ml 继续 培养 。 

(6) 观察 GFP 表达 情况 以 及 细胞 CPE， 重 复 步 又 (2) 一 (5) 三 次 ， 这 时 ， 通 
和 重 组 腺 病毒 滴 度 可 达到 10° pfu 左右 。 

(7) 采用 传统 的 CsCl 密度 梯度 离心 方法 529 或 病毒 纯化 试剂 盒 纯 化 浓缩 腺 病 
毒 ， 其 终 浓 度 通常 可 达到 10" 左右 ， 可 满足 细胞 或 动物 水 平实 验 要 求 。 


7.3.5 eR 40% FMDV 毒 价 测定 


毒 价 测定 操作 参见 5. 3. 11 乳 鼠 毒 价 测定 。 但 有 如 下 两 点 不 同 : 

CL) 豚鼠 通过 左 后 脚掌 皮下 注射 50 ml 联合 皮 上 穿刺 涂 布 50 pl 某 一 稀释 度 
的 FMDV 病毒 液 ， 猪 是 采用 肛 部 肌肉 注射 2 ml 某 一 稀释 度 的 EMDYV 病毒 液 。 

《2) 豚鼠 的 任何 一 个 脚掌 出 现 病毒 性 水 泡 即 被 定义 为 发 病 ; 猪 的 嘴 部 或 任何 
一 只 腿 的 任何 一 个 脚趾 出 现 病毒 性 水 泡 或 病毒 性 溃烂 即 被 定义 为 发 病 。 


7.3.6 国 相 阻 断 上 LISA 


根据 北京 世纪 元 享有 限 公 司 生 产 的 EMDYV 非 结构 蛋白 抗体 单 抗 阻 断 ELISA 
试剂 盒 使 用 说 明 书 进行 。 简 述 如 下 : 

(1) 使 用 前 所 有 试剂 恢复 至 室温 ， 并 轻 轻 旋转 或 振 功 混 匀 。 

(2) Beh} FMDV 抗原 反应 板 ， 在 记录 表 上 记录 阳性 对 照 、 阴 性 对 照 和 样品 
的 位 置 。 

(3) 分 别 在 相应 孔 中 加 入 阳性 对 照 和 阴性 对 照 血 清原 液 〈 试 剂 盒 提供 ， 不 用 
稀释 ) 、 稀 释 好 的 待 检 血清 各 100 由 ， 每 个 样品 做 3 个 重复 孔 。 充 分 混 匀 后 ， 贴 
上 封 板 膜 ， 置 37C 温 育 60 min, 

(4) 小 心 揭 去 封 板 膜 ， 弃 去 各 孔 中 的 液体 、 拍 净 。 每 孔 加 满 洗涤 液 ， 静 置 约 
30 s， 重 复 洗 涤 5 次 ， 最 后 在 吸水 纸 上 拍 净 。 

(5) 每 孔 加 入 酶 结合 物 液 100 pl, WE ESR, 37°C iF 30 min, 

(6) 重复 步骤 (4). 

(7) 每 孔 加 入 50 由 底 物 液 A， 再 加 入 50 由 底 物 液 B， 轻 轻 振 勺 ， 置 37C 
避 光 显 色 10 min, 

(8) 每 孔 加 入 终止 液 50 由， 轻 轻 振 义 ， 置 酶 标 仪 450 nm 波长 处 测定 各 
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孔 ODiso 。 

ELISA AMF (Inh%) 计算 : 

PAR S8—= CBAKEXT ER FL ODiso 均 值 一 阳性 对 照 孔 ODis 均 值 ) /阴性 对 照 孔 
OD450 SH X 100% 

实验 结果 必须 同时 符合 两 个 条 件 方 为 有 效 : 

其 一 : 阴性 对 照 ODiso 平 均值 一 阳性 对 照 ODis 平 均值 之 0. 6 

其 二 : 阳性 对 照 阻 断 率 均 之 55 

实验 结果 判定 : 

(1) 被 检 人 血清 Inh% 兰 30% ， 判 为 抗体 阳性 。 

(2) 被 检 人 血清 20%<Inh%<30%, FA AA BE. 

(3) BER MLIG<20%, FIHEURBALE. 

注意 事项 : 

(1) 设置 样品 重复 孔 ， 以 减少 操作 误差 。 

(2) 待 检 人 血清 样品 较 多 时 ， 应 使 用 8 或 12 通道 微量 移 液 器 ， 从 稀释 板 转移 
到 反应 板 中 ， 以 便 缩 短 加 样 时 间 。 

(3) 洗涤 时 各 和 孔 均 需 加 满 洗涤 液 ， 防 止 因 洗 涤 不 充分 造成 非特 异性 显 色 。 

(4) 封 板 膜 只 限 使 用 一 次 ， 避 免 交 叉 污 染 。 

(5) 结果 判定 必须 以 酶 标 仪 读 数 为 准 ， 且 终止 反应 后 应 在 10 min 内 测定 OD 


(6) 所 有 样品 、 洗 涤 液 、 各 种 废弃 物 均 应 灭 活 处 理 。 
(7) JR BYP aA TMB 成 分 ， 对 强 光 和 和 氧化 剂 敏感 ， 应 尽量 避 光 。 
(8) 终止 液 为 2 mol/L HSO, ， 应 避免 与 眼 、 皮 肤 接触 。 


7.4 实验 结果 
7.4.1 POL siRNA 和 LacZ siRNA 表达 模板 序列 的 PCR 扩 增 


分 别 以 P53/P54 和 P55/P54 为 引物 扩 增 POL siRNA 正 向 和 反 向 模板 序列 ; 
分 别 以 P56/P57 和 P58/P57 为 引物 扩 增 LacZ siRNA 正 向 和 反 向 模板 序列 。 
PCR 产物 以 0. 8%% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 ， 电 泳 图 谱 见 图 3. 

由 于 POL siRNA 靶 向 FMDV HKN/2002 基因 组 第 1225 一 1280 位 核 苷 酸 ， 
因此 ， 加 上 扩 增 引物 两 端 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 序列 ，PCR 产物 理论 上 的 为 
75 bp. LacZ siRNA #8 Jn] E. coli LacZ 基因 第 1353 一 1435 (KR, Att, wn 
上 引物 两 端 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 序列 ，PCR 产物 理论 长 度 约 为 100 bp. HE 3 
可 知 ，PCR 产物 大 小 与 预期 相符 ，PCR 反应 效率 高 ， 产 物 条 带 特异 。 


7.4.2 siRNA 表达 质粒 pPOL 和 pLacZ 的 构建 


将 POL siRNA 和 LacZ siRNA 正 反 向 模板 序列 分 别 以 限制 性 内 切 核酸 酶 
。 173 ， 


FEcoRIZXAoI 或 XAoI/EzzadII 双 酶 切 ， 并 与 pU6 质粒 载体 的 EcoRI/Hindlll 双 
酶 切 产物 连接 ， 转 化 TG1 菌株 。 转 化 子 pPPOL 和 pLacZ 以 EcoRI/ zzdIII 双 酶 
切 ， 产 物 电泳 图 谱 如 图 4。 


2 perky 
1000 bp —— 
1500 b 
1000 请 > ~ 500bp 一 一 
500 bp 一 一 200 bb ——— 
200/op = _—100 bp 100 bp 一 一 
100 bp 一 一 "——~75 bp 
图 3 siRNA 表达 模板 序列 PCR 扩 增 产 图 4 转化 子 pPPOL 和 PpLacZ 以 EcoRI/ 
物 电泳 图 谱 HindIII] 双 酶 切 产 物 电 泳 图 谱 
1. DNA marker; 2、3. 分 别 为 LacZ siRNA JE 1. DNA marker; 2, 3. pLacZ 转化 子 ; 
反 向 模板 序列 ;4、5. 分 别 为 POL siRNA 正 反 4. pPOL 转化 子 
向 模板 序列 


理论 上 ，POL siRNA 和 LacZ siRNA 全 模板 序列 加 上 两 端 限制 性 内 切 核酸 
酶 识别 位 点 总 长 度 分 别 约 为 185 bp 和 130 bp, Al 4 显示 ， 双 酶 切 获得 的 小 条 带 
大 小 与 预期 相符 。 

分 别 挑 取 图 4 的 第 2 号 泳 道 的 pLacZ 转化 子 和 第 4 号 泳 道 的 pPOL 转化 子 送 
上 海 博 亚 生 物 工 程 有 限 公 司 测序 。 引 物 选 用 pCDNA3. 1B (—) 载体 反 向 引物 ， 
即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3 。 测 序 结 果 表 明 ，siRNA 表达 模板 序列 与 
预期 相符 ， 克 隆 正确 。 测 序 报告 略 。 


7.4.3 重组 腺 病毒 穿梭 质粒 的 构建 


将 pNT21,. pPOL 和 pLacZ 分 别 
以 限制 性 内 切 核 酸 酶 Saal T/ Xbal XY fig 


3416 bp 切 ， 并 与 腺 病毒 穿 权 质粒 载体 
“es pAdTrack-CMV° ff) Sall/Xbal 双 酶 切 
2322 bp 一 产物 连接 ， 转 化 TG] 感受 态 细胞 。 转 

化 子 pCMV-NT21, pCMV-POL 和 
pe a Jee 00 pCMV-LacZ 以 Sall/Xbal 双 酶 切 鉴 


定 ， 双 酶 切 产 物 电 泳 图 谱 见 图 5。 
图 5 #644 pCMV-POL 和 pCMV-LacZ 由 于 pNT21, pPOL 和 pLacZ 质 
以 SaIVXbaI 双 酶 切 产 物 电泳 图 谱 粒 上 含有 siRNA 表达 模板 的 Sall/ 
1. X-DNAVHzzdIII marker; 2. pCMV-LacZ 转化 子 ， XpaI 限制 性 内 切 核 酸 酶 识别 位 点 之 间 
3. pCMV-POL 转化 子 ，4. pCMV-NT21 转化 子 这 一 部 分 序列 长 度 约 为 900 bp， 即 转 
。174 。 


化 子 pPCMV-NT21、pCMV-POL 和 pCMV-LacZ 以 Sa/I/XpaI 双 酶 切 产物 小 条 带 
大 小 应 约 为 900 bp。 图 5 表明 ， 挑 选 克 隆 均 为 阳性 。 

由 于 pCMV-NT21, pCMV-POL 和 pCMV-LacZ 的 克隆 过 程 中 ， 直 接 采 用 
pNT21, pPOL 和 pLacZ 的 酶 切片 段 与 pbAdTrack-CMV 载体 相连 ， 一 般 认 为 这 
一 过 程 不 易 导 致 siRNA 表达 模板 及 U6 启动 子 序 列 发 生 突 变 。 因 此 ，pPCMYV- 
NT21、pPCMV-POL 和 pCMV-LacZ 转化 子 未 作 测 序 鉴 定 。 


7.4.4 重组 腺 病毒 质粒 的 构建 
7.4.4.1 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴 定 


将 图 5 中 的 转化 子 分 别 以 PrmeI 线 性 化 ， 并 与 pAdEasy-1 共 转 化 BJ5183 菌 
株 。 转 化 子 抽 提 质 粒 ， 首 先 通过 电泳 条 带 大 小 判断 转化 子 是 否 为 阳性 的 可 能 ， 质 
粒 电泳 图 谱 分 别 见 图 6、 图 7 和 图 8。 


23 130bp 
9416bp 一 全 | 一 站 


6557bp —— as 和 ee 


图 6 pPAd5-NT21 转化 子 质粒 电泳 图 谱 
1. )-DNA/HizdIII marker; 2~7. pAd5-NT21 转化 子 ，8. pAdTrack-CMV 质粒 对 照 


2027 bp 


图 7 pAd5-POL 转化 子 质粒 电泳 图 谱 
1. )-DNAVHrindIII marker; 2~7. pAd5-POL 转化 子 ;8. pAdTrack-CMV 质粒 对 昭 


23 130bp 
9416bp —— 


6557bp —— 
4361 bp -一 


2322 bp —— 
2027 bp vps 


— 37 kb 


图 8 pAd5-LacZ 转化 子 质粒 电泳 图 谱 
1. »DNA/HindIII marker; 2~7. pAd5-LacZ 转化 子 ;8. pAdTrack-CMV 质粒 对 照 
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通常 ， 根 据 质粒 线性 条 带 的 大 小 可 以 粗略 判断 该 质粒 的 大 小 。 质 粒 
pAdEasy-1 大 小 约 33 kb， 与 穿梭 质粒 发 生 重 组 后 的 重组 子 大 小 约 为 37 kb. & 
ABA BA, pAdEasy-] 转化 子 本 身 缺 乏 Km 抗 性 ， 无 法 在 Km 选择 性 培养 基 上 
生长 。 转 化 子 可 能 为 重组 穿梭 质粒 pCMV-NT21, pCMV-POL 和 pCMV-LacZ 
本 身 ， 但 是 从 质粒 大 小 极 易 作出 判断 〈 例 如 图 6 第 2 泳 道 转化 子 )。 因 此 ， 电 泳 
图 谱 显 示 ， 图 6 中 3 一 7 号 泳 道 重组 子 可 能 为 阳性 ; 图 7 的 第 5 和 ?7 号 泳 道 重组 
子 可 能 为 阳性 ; 图 8 的 2 一 7 号 泳 道 重 组 子 可 能 为 阳性 。 拟 进一步 鉴定 。 


7.4.4.2 酶 切 鉴定 


将 图 6 的 第 4 和 5 号 泳 道 pAd5-NT21 重组 子 ， 图 7 的 第 5 和 ?7 号 泳 道 
pAd5-POL 重组 子 ， 图 8 第 3 一 7 号 pAd5-Lac2Z 重组 子 以 PacI 酶 切 鉴 定 。 酶 切 产 
物 电泳 图 谱 见 图 9 和 图 10。 


23 130bp~ 


9416bp 一 一 | a 
6557 bp =a —4kb 
4361 bp ee > kb 


2322 bp 一 一 
2027 bp ae 
图 9 pAd5-NT21 和 pAd5-POL 重组 子 PacI MES" Hk Ais 


1. };DNA/HindIII marker; 2, 3. 相对 于 图 7 的 第 4 和 5 号 泳 道 bpAd5-NT21 BAT; 
4、5. 相对 于 图 7 的 第 5 和 ?7 号 泳 道 pAd5-POL 重组 子 ，6. pAdTrack-CMV 对 照 


9416 bp 


2027 bp 


图 10 pAd5-LacZ 重组 子 PaucI We) "hy Ha tk 
1. 4-DNA/HindIlII marker; 2 一 6. 相对 于 图 8 的 第 3-7 号 pAd5-LacZ BAF; 
7. pAdTrack-CMV 对 照 


根据 He 等 所 的 工作 ，pAdEasy-l 与 穿梭 质粒 之 间 可 以 有 两 种 重组 方式 : 
@O 在 两 个 质粒 共有 的 两 个 重组 位 点 左 臂 和 右 臂 发 生 重 组 ，@ 在 两 个 质粒 的 其 中 一 
个 重组 位 点 右 臂 以 及 复制 子 ori 位 点 发 生 重 组 。 若 重组 以 第 一 种 方式 进行 ， 则 产 
生 的 重组 子 经 PucI 酶 切 可 获得 一 个 大 小 约 3 kb 的 含有 Km 基因 的 小 片段 ， 如 图 
9 的 第 4 泳 道 重组 子 。 若 重组 以 第 二 种 方式 进行 ， 则 产生 的 重组 子 经 PacI 酶 切 
获得 一 大 小 约 为 4 kb 的 含有 Km 基因 的 小 片段 ， 如 图 9 和 图 10 的 绝 大 多 数 转 化 
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子 。 因 此 ， 除 了 图 10 的 第 4 号 泳 道 (相对 于 图 8 的 第 5 号 泳 道 pAd5-LacZ 重组 
子 )， 图 9 和 图 10 的 其 余 泳 道 重 组 子 均 为 阳性 。 

在 这 里 有 必要 指出 的 是 ，He SC FERMI LVEF, BATA Pacl 酶 切 获得 
的 大 片段 大 小 约 为 34 kb， 但 是 ， 在 我 们 的 工作 中 获得 的 却 是 约 17 kb 的 大 片段 。 
以 He 等 包 的 工作 作为 判断 依据 ， 我 们 开始 怀疑 我 们 在 工作 中 获得 的 重组 子 均 为 
阴性 ， 但 是 ， 在 筛选 过 的 约 上 百 个 克隆 中 均 没 发 现 Pacl 酶 切 能 获得 34 kb KH 
段 的 重组 子 ， 而 且 ， 其 他 同样 使 用 该 腺 病毒 构建 系统 的 同事 也 遇 到 类 似 的 情况 。 
有 趣 的 是 ， 我 们 使 用 图 9 和 图 10 中 的 大 部 分 克隆 进行 后 续 的 腺 病毒 培养 ， 却 成 
功 地 获得 了 与 我 们 预期 一 致 的 重组 腺 病毒 。 因 此 ， 我 们 认为 ， 我 们 使 用 的 腺 病毒 
构建 系统 可 能 发 生 了 碱 基 突 变 ， 形 成 了 一 个 新 的 PacI 识别 位 点 ， 并 且 该 位 点 恰 
恰 位 于 原先 两 个 PacI 位 点 中 间 ， 这 使 得 Pacl 的 酶 切 获得 两 条 大 小 均 约 为 17 kb 
的 大 片段 。 


7.4.5 重组 腺 病毒 的 培养 


将 图 6 第 4 号 pPAd5-NT21 重组 子 、 图 7 第 5 号 pAd5-POL 重组 子 、 图 8 第 
3 号 pAd5-Lac2Z 重组 子 质粒 以 PacI 线性 化 ， 然 后 转 染 AD-293 细胞 。 在 第 一 次 
转 染 过 程 中 仅 获 得 少量 GFP 表达 细胞 ， 且 没 发 生 CPE. 10 天 后 将 细胞 冻 融 裂 
解 ， 离 心 取 上 清 液 再 次 感染 新 鲜 培 养 的 AD-293 细胞 ， 很 快 在 感染 的 第 二 天 就 观 
察 到 了 病毒 扩 增 现象 以 及 CPE。 以 腺 病毒 Ad5-NT21 的 培养 为 例 ， 拍 摄 到 的 
GFP 表达 细胞 照片 见 图 11. 
第 一 天 第 二 天 


第 四 天 


图 11 重组 腺 病毒 增殖 的 GFP 示 踪 
HEK 293 细胞 中 的 Ad5 
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当 约 50 狼 的 细胞 发 生 CPE 时 ， 反 复 冻 融 细 胞 离心 获取 上 清 病毒 液 ， 取 少量 
再 次 感染 新 鲜 培 养 的 细胞 ， 如 此 反复 3 一 4 次， 可 获得 约 10 一 10? pfu/ml 滴 度 的 
病毒 。 经 CsCl 密度 梯度 离心 法 纯化 浓缩 后 获得 约 10”pfu/ml 滴 度 的 病毒 。 该 纯 
度 和 浓度 的 重组 腺 病毒 适合 于 细胞 动物 水 平 的 实验 。 


7.4.6 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 完全 保护 IBRS-2 细胞 不 受 FMDV 感染 


为 了 检测 重组 腺 病毒 的 抗 FMDV 活性 ， 我 们 在 96 孔 细 胞 培养 板 中 培养 
IBRS-2 细胞 ， 每 孔 细胞 感染 1、5 或 10 MOI AI AY Ad5-NT21, Ad5-POL, 3& 
Ad5-LacZ 重组 腺 病毒 ，24h 后 ， 细 胞 分 别 感 染 100 TCID. 7h) FMDV HKN/ 
2002, CHA/99 或 PRV Ea， 然 后 观察 GFP 表达 情况 以 及 CPE. 

正常 的 IBRS-2 细胞 在 形态 学 上 是 成 纤维 化 的 ， 采 用 培养 瓶 培养 时 单 层 生 
长 ， 而 且 临 近 细 胞 之 间 有 规律 性 平行 排列 的 趋势 。 当 细胞 感染 FMDV 时 ， 导 致 
明显 的 CPE， 即 细胞 变 圆 、 球 起 ， 并 最 终 裂 解 。 

我 们 的 结果 显示 ， 对 照 组 细胞 在 感染 HKNV2002 后 24 h 左右 发 生 了 明显 的 
CPE， 相 比 之 下 ， 感 染 5 或 10 MOI AIBA Ad5-NT21 或 Ad5-POL 实验 组 在 任 
何 时 间 段 均 没有 显著 的 CPE， 而 感染 1 MOI 剂 量 的 Ad5-NT21 或 Ad5-POL 实验 
组 ， 抗 HKN/2002 效应 持续 约 3 天 。 与 预期 一 致 的 是 ， 感 染 Ad5-POL 的 细胞 能 
够 有 效 抵抗 异 源 毒 株 CHA/99 的 感染 ， 只 是 相 比 抗 HKN/2002 需要 稍 大 剂量 的 
Ad5-POL。Ad5-NT21 和 Ad5-POL 的 抗 病毒 效应 是 特异 性 的 ， 因 为 对 照 重 组 腺 
病毒 Ad5-LacZ 没有 显著 的 抗 病毒 效应 ， 而 且 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 无 法 显著 
抑制 对 照 病毒 PRYV 的 感 当 。 我 们 在 病毒 感染 后 的 72 h 记录 了 细胞 GFP 表达 及 
其 CPE， 照 片 见 图 12。 


A. HKN/2002 B. CHA/99 


-Ha nn ae 
2 ao oR 
a 
a Tei 


图 12 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 有 效 保护 IBRS-2 细胞 抵抗 FMDV 的 感染 
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除了 细胞 形态 学 观察 ， 我 们 还 收集 了 感染 5 MOI 重组 腺 病毒 实验 组 不 同时 
间 的 细胞 上 清 液 ， 并 检测 了 病毒 滴 度 。 结 果 参 见 图 13。 

图 13 显示 ， 细 胞 上 清 液 病 毒 滴 度 测定 结果 与 细胞 形态 学 观察 结果 相符 。 在 
48 h，Ad5-NT21 和 Ad5-POL 实验 组 细胞 上 清 液 中 HKNV2002 病毒 滴 度 为 零 
(图 13A) ， 而 Ad5-POL 实验 组 亦 几 乎 检测 不 到 异 源 毒 株 CHA/99 的 复制 〈 图 
13B) 。 这 说 明 ， 在 这 几 个 实验 组 中 ， 重 组 腺 病毒 完全 抑制 了 FMDV 在 细胞 内 的 
复制 。 


A NX 
己 
—) 
SS 
g 口 对 照 组 
6 w Ad5-LacZ 
E B Ad5-NT21 
S Ad5-POL 
= 
oO 
ee 
JB GAY [B]/h 
B 
全 
< 
= 口 对 照 组 
z mw Ad5-LacZ 
= @ Ad5-NT21 
= Ad5-POL 
= 
oO 
广 
12 24 36 48 60 72 
C 
3 多 if 
- iy 
和 Y 口 对 照 组 
乡 Z mw Ad5-LacZ 
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36 48 
感染 后 时 间 几 


图 13 不 同 实验 组 不 同时 间 细 胞 上 清 液 病毒 滴 度 测定 
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更 进一步 地 ， 我 们 在 不 同时 间 抽 提 了 感染 5 MOI 重组 腺 病毒 各 个 实验 组 细 
胞 的 总 .RNA， 并 通过 实时 荧光 定量 PCR 检测 了 HKN/2002 病毒 RNA 的 丰 度 。 
结果 见 图 14。 
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ct eae 
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PCR base line substracted CF RFU 
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图 14 实时 获 光 定量 PCR 检测 HKN/2002 病毒 RNA 丰 度 
A. 实时 荧光 定量 PCR 扩 增 曲线 图 ，B. A 中 扩 增 曲线 相应 的 ct 值 


实时 荧光 定量 PCR 检测 结果 亦 与 细胞 学 形态 观察 以 及 细胞 上 清 液 病 毒 滴 度 
测定 结果 相符 ， 进 一 步 证 实 了 重组 腺 病毒 对 FMDV 的 抑制 效应 。 
7.4.7 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 显著 抑制 HKN/2002 在 豚鼠 中 的 复制 


豚鼠 是 常用 的 评估 FMDV 疫苗 免疫 原 性 的 实验 动物 ， 这 里 ， 我 们 尝试 使 用 
该 动物 模型 来 评估 重组 腺 病毒 在 动物 水 平 的 抗 FMDV 活性 。 


7.4.7.1 单一 腺 病毒 一 次 免疫 


首先 ， 以 不 同 剂量 的 重组 腺 病毒 肌肉 注射 豚鼠 ， 然 后 在 不 同时 间 使 用 不 同 
HKN/2002 进行 攻击 ， 观 察 豚 鼠 发 病 概 率 以 及 症状 的 轻重 。 实 验 结果 如 表 1 
FTA 
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表 1 Ad5-NT21 或 Ad5-POL 单 次 免疫 使 豚鼠 增强 对 FMDYV 的 抵抗 力 


treatment challenge No. protected/No. challenged for d. p. c. 

ig (PFU) (IDso/d-p.t-) 1 2 3 4 5 6 14 Dias 
PBS 50/1 3/5 0/5 me ? ? ? if AC 
Ad5-LacZ 107 50/1 5/5 1/5 1/5 0/5 ? ? ? 0. 0591 
Ad5-NT21 107 50/1 4/5 4/5 2/5 1/5 ? 2fs" ? 0. 0326 
Ad5-POL 107 50/1 5/5 5/5 3/5 2/5 3/5> ? af 0. 001 49 
Ad5-LacZ 106 50/1 3/5 2/5 0/5 ? ? ? ? 0. 333 
Ad5-NT21 106 50/1 4/5 4/5 1/5 区 ? ? ? 0. 0326 
Ad5-POL 106 50/1 4/5 4/5 3/5 ? 2 ? 人 0. 0326 
Ad5-LacZ 107 50/3 5/5 0/5 ? I ? ? ? 0. 134 
Ad5-NT21 107 50/3 5/5 2/5 ? 2 ? ? ? 0. 0571 
Ad5-POL 107 50/3 5/5 2/5 ? 3/5" ? ? ? 0. 0316 
PBS 200/1 S/S ir O/s ? ? ? ? ? AC 
Ad5-LacZ 107 200/1 4/5 2/5 0/5 ? ? ? ? 0.173 
Ad5-POL 107 200/1 5/5 4/5 1/5 i ? t ? 0. 0116 


d. p. t. , days post treatment; d. p.c. , days post challenge;?, the score is the same as the day before; 


AC, as controls; a. Statistical analysis by the log-rank test; b. One animal recovered from the infection. 


#1 显示 ， 所 有 PBS 对 照 组 动物 在 攻 毒 后 48 h 之 内 全 部 发 病 ， 在 脚掌 表面 
产生 显著 的 病毒 性 水 泡 。PBS 对 照 组 ，Ad5-Lac2Z 的 注射 没有 给 实验 动物 带 来 显 
著 的 抗 FMDV 活性 ， 仅 个 别 动物 发 病 时 间 延 迟 。 然 而 ， 注 射 了 Ad5-NT21 或 
Ad5-POL 的 动物 表现 出 了 对 FMDV 感染 明显 的 抵抗 力 ， 例 如 注射 10"pfu 剂量 
Ad5-POL 上 且 24h 后 50 IDs) HKN/2002 攻击 的 实验 组 ，375 的 动物 受到 了 完全 的 
保护 ， 没 有 发 生 任何 病毒 性 水 泡 及 发 烧 等 症状 。 感 染 200 ID HKN/2002 实验 
组 ， 所 有 注射 PBS 或 Ad5-Lac2Z 的 动物 在 FMDYV 感染 24 h 后 均 出 现 了 发 烧 症状 
〈 体 温 超 过 40C) 。 此 时 ， 所 有 注射 Ad5-POL 的 动物 没有 异常 现象 。 尽 管 某 些 
Ad5-NT21 或 Ad5-POL 注射 的 动物 感染 FMDV 后 明显 发 生 了 病毒 性 水 泡 ， 但 短 
时 间 内 消失 。 这 些 实验 结果 说 明 ， 尽 管 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 没 能 100%% 保 护 
实验 动物 ， 但 是 ， 它 们 显著 提高 了 动物 对 FMDV 的 抵抗 力 。 


7.4.7.2 两 个 腺 病毒 联合 一 次 或 两 次 免疫 


Kahana 等 2 的 工作 表明 ， 相 比 单个 siRNA，3 个 siRNA 的 混合 转 染 可 以 
100%% 抑 制 病毒 在 细胞 水 平 的 复制 。 他 们 的 工作 使 我 们 有 兴趣 去 评估 重组 腺 病毒 
两 次 免疫 或 混合 免疫 的 抗 FMDV 效应 。 我 们 每 个 重组 腺 病毒 采用 0.5X107 pfu 
剂量 两 次 免疫 或 混合 免疫 豚鼠 ， 第 一 次 免疫 24 h 后 用 50 IDs KY) FMDV 攻击 ， 实 
验 结果 参见 表 2。 
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表 2， 重 组 腺 病毒 两 次 或 混合 免疫 与 单 次 免疫 相 比 未 能 提高 动物 的 抵抗 力 


challenge No. protected/No. challenged for d. p. c. 
group treatment ES 
Cdyip.'t. ) 1 2 3 4 5 6 14 


PBS single 1 /SO 全 44 ? 有 ? ? AC 
Ad5-LacZ single 1 5/5 ei tl/> BMS LO ? te ? 0. 180 
Ad5-NT21/Ad5-POL single 1 5/5 4/5 3/5 2/5- 3/5» #7 ? 0. 007 78 
Ad5-NT21/Ad5-POL single 0 5/5. 3/5. 13/5 — 2/aaie 7 ? 0. 0411 
Ad5-LacZ twice 0 5/5WD2ASTROCEES ys 2 ? 0. 0926 
Ad5-NT21/Ad5-POL _ twice 0 5/5. 3/502/5.. 2/5 nee ? ? 0. 0411 


d. p. t., days post treatment; d. p. c. ，days post challenge;?, the score is the same as the day before; 
AC, as controls; a. Statistical analysis by the log-rank test; b. One animal recovered from the infection; 


c. Animals were immediately challenged after the second inoculation. 


由 表 2 可 以 看 出 ， 与 表 1 中 的 单 次 免疫 结果 相 比 ， 对 免疫 方式 简单 地 进行 改 
进 并 不 能 提高 豚鼠 对 FMDV 的 抵抗 力 。 但 是 令 人 十 分 惊讶 的 是 ，Ad5-NT21 和 
Ad5-POL 混合 一 次 免疫 后 立即 用 FMDYV 攻击 ， 动 物 显著 地 增强 对 攻击 病毒 的 抵 
抗力 ，275 的 动物 最 终 受 到 了 保护 。 这 说 明 ， 腺 病毒 介 导 的 RNAi 能 在 动物 水 平 
迅速 抑制 病毒 的 复制 。 


7.4.8 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 联合 免疫 显著 增强 家 猪 对 下 MDV 的 抵 
抗力 
以 豚鼠 的 初步 结果 为 参考 ， 我 们 设计 了 这 部 分 实验 在 重要 的 FMDV 易 感 动 
物 家 猪 上 进一步 评估 腺 病毒 介 导 的 RNAi 的 有 效 性 。 


7.4.8.1 腺 病毒 联合 二 次 免疫 


每 头 动物 同时 注射 两 种 重组 腺 病毒 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 各 1X10" pfu Fl] 
量 ，24 h 后 以 相同 剂量 再 次 免疫 ， 然 后 即刻 以 100 IDs) HKN/2002 is 〈 家 猪 
上 传 3 次， 而 后 在 乳 鼠 中 传代 保存 ) 攻击 ， 观 察 动物 发 病 比 例 及 症状 。 我 们 对 动 
物 发 病症 状 的 计数 方法 采用 美国 梅 岛 动物 研究 中 心计 数 方法 "52 ， 即 猪 的 16 个 小 
蹄 加 上 鼻 镜 总 共计 为 17 个 单位 ， 攻 毒 后 通过 计数 发 生病 毒性 水 泡 或 病毒 性 溃烂 
的 单位 数目 多 少 来 表示 症状 的 严重 程度 。 结 果 如 图 15 所 示 。 

结果 表明 ， 所 有 PBS 对 照 动物 在 攻 毒 后 7 天 全 部 发 病 ， 而 且 在 3 一 6 天 产生 
了 发 烧 症 状 ， 其 中 动物 # 0-0 在 第 4 天 产生 症状 ， 症 状 在 24 h 后 严重 加 深 〈 图 
16A)。 与 PBS 对 照 组 相 比 ，Ad5-LacZ 对 照 组 动物 没有 明显 的 抗 病毒 能 力 ， 只 是 
# 35-2 在 第 8 天 才 发 病 ， 比 其 他 动物 发 病 稍稍 延迟 了 一 些 〈 图 16B)。 然 而 ， 
Ad5-NT21 和 Ad5-POL 联合 免疫 使 动物 对 FMDV 产生 了 明显 的 抵抗 力 ，# 39-1 
没有 发 生 任 何 疾病 症状 ， 最 终 受 到 了 保护 ， 而 # 39-2 MF 39-5 尽管 发 生 了 疾病 ， 
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图 16 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 联合 一 次 免疫 显著 抑制 病毒 在 家 猪 体内 的 复制 


但 是 与 对 照 动 物 相 比 ， 它 们 的 症状 显著 减轻 〈 图 15C) 。 
我 们 对 每 一 组 的 动物 进行 了 中 和 抗 病 检 测 。 结 果 见 表 3。 
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表 3 Ads-NT21 和 Ad5-POL 联合 两 次 免疫 动物 FMDV 中 和 抗体 检测 


中 和 抗体 。 
组 动物 编号 
第 0 天 第 8 天 
PBS 0-0 <4b 128 
47-2 <4 256 
48-5 2 <256 
Ad5-LacZ 35-2 4 128 
37-1 <2 256 
47-8 2 <256 
Ad5-NT21/Ad5-POL 39-1 2 <32 
39-2 <2 <64 
39-5 4 128 


a. Blood and serum sample was collected before FMDV challenge or on day 8 post challenge, and used to 
determine neutralizing antibody. 
b. The FMDV-specific neutralizing antibody titer is expressed as the highest dilution that resulted in a 


50% reduction in the number of plaques. 


表 3 结果 显示 ， 在 FMDYV 攻击 之 前 ， 在 实验 动物 血清 中 没有 检测 到 显著 的 
FMDV 抗体 。 攻 毒 后 第 8 天 时 ， 所 有 PBS 和 Ad5-LacZ 对 照 组 动物 产生 了 高 水 
平 的 EMDV 中 和 抗体 。 这 暗示 ，FMDYV 在 这 些 动物 体内 大 量 复制 并 刺激 产生 了 
强烈 的 免疫 反应 。 与 此 相 比 ， 实 验 组 动物 # 39-1 AY 39-2 血清 中 的 中 和 抗体 水 
平 显著 降低 ， 这 说 明 ，FMDYV 在 这 些 动物 体内 的 复制 得 到 了 快速 的 抑制 ， 使 其 
无 法 强烈 地 刺激 免疫 反应 。 


7.4.8.2 腺 病毒 联合 一 次 免疫 


为 了 确认 重组 腺 病毒 的 抗 病毒 效应 ， 我 们 重复 了 一 次 实验 ， 并 做 了 一 些 必 要 
的 改进 。 首 先 ， 我 们 采用 HKN/2002 ae 〈 在 家 猪 上 传代 3 次 ) 进行 攻击 ;其 
次 ， 我 们 采用 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 联合 一 次 免疫 ， 并 对 腺 病毒 免疫 剂量 进行 
摸索 。 

每 只 动物 同时 注射 两 种 重组 腺 病毒 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 各 210° (或 
4X10°) pfu 剂 量 ，24 h 后 以 100 IDs) HKN/2002 猪 毒 攻 击 。 结 果 如 图 16 所 示 。 

结果 显示 ， 对 照 组 动物 的 发 病 时 间 比 猪 毒 攻击 显著 提前 CAL 16A, BD. # 
规 剂 量 Ad5-NT21 和 Ad5-POL 联合 一 次 免疫 实验 组 动物 (A 16C) 似乎 比 两 次 
免疫 (A 15C) 有 更 加 强烈 的 抗 病毒 效应 。# 91-8 Al 4 102-3 最 终 获 得 了 保护 ， 
# 106-9 尽管 发 生 了 疾病 ， 但 是 症状 十 分 的 轻微 。 可 能 的 原因 是 ， 一 次 免疫 的 剂 
量 是 两 次 免疫 的 总 和 ， 从 第 一 次 免疫 剂量 来 看 ， 一 次 免疫 实验 的 剂量 比 两 次 免疫 
实验 的 剂量 大 ， 而 在 两 次 免疫 实验 中 的 第 二 次 免疫 可 能 无 法 增强 抗 病毒 效应 。 我 
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们 进一步 加 大 了 一 次 免疫 实验 的 腺 病毒 剂量 〈 图 16D)， 即 每 个 腺 病毒 注射 4X 
10° pfu 剂量 ， 结 果 表 明 ， 尽 管 加 大 了 免疫 剂量 ， 但 是 与 常规 剂量 免疫 相 比 〈 图 
16C) 并 没 能 加 强 对 动物 的 保护 ， 相 反 地 似乎 降低 了 动物 的 抗 病毒 能 力 。 

同样 ， 我 们 对 实验 动物 进行 了 血清 学 分 析 ， 检 测 了 不 同时 间 动 物产 生 的 
FMDV 病毒 血 症 、 中 和 抗体 以 及 非 结构 蛋白 3ABC 抗体 。 结 果 见 表 4。 


表 4 Ads-NT21 和 Ad5-POL 联合 一 次 免疫 动物 血清 学 分 析 


viremia? neutralizing antibody” antibody against 3ABC* 


组 Does ——— 
第 6 天 第 14 天 第 14 天 第 21 天 第 0 天 第 14 天 第 21 天 
PBS 94-12 10. 0 0 <256 256 LOV9se 320) AL Gad. Oy 958; Petal 5 
99-12 ew 0 256 =< 512 13, 623.8~. 4520s) 50 St, 0-52. 5 
107-1 Be2 0 <5 il2 512 19.4320, 85. 9). 1350.1 112, 12:1,0 
Ad5-LacZ 86-7 215 0 <256 256 19 Medes eae osson! ' 87.7 0.5 
93-3 Dae 0 <256 128 UD. 3326.20) ~ P5S8n0=2 le ber G1AG=0! 9 
104-2 5.'9 0 128 256 15D Se40P ISONSae8.5 58P 6524.3 
Ad5-NT21/ 91-8 0 0 8 <16 IG == Oth yay 14) 21848: 02.5 主 031 
Ad5-POL4 102-3 0 0 8 <16 On 9et=290) SOmis=1055 se 2. 70.7 
106-9 0 5.9 <16 <128 S)82-457) | (82.436.7% 23.'6350.6 
Ad5-NT21/ 93-10 ND ND 64 <256 SEE8 3 ole dseSsiy 7720 主 355 
Ad5-POLd 104-3 ND ND =—512Z 256 SEE 0 See Okt - 
107-2 ND ND 16 <32 TOV4E=10.6 28.82=279) @ Sie9=cz. | 
a. Infectious FMDV titers (TCIDs 9/0. 1 ml) in the serum. 
b. Highest dilution that resulted in a 50% reduction in the number of HKN/2002 plaques. 
c. Mean + SD % inhibition of OD in ELISA. 
d. Inoculation with a high dose of Ad5 mixture. 
e. Not detected. 


血清 学 检测 表明 ， 三 个 血清 学 参数 基本 反映 了 临床 观察 的 结果 (图 16). 
有 的 实验 动物 在 免疫 之 前 均 没有 显著 的 FMDV 特异 性 抗体 。PBS 和 Ad5-LacZ 
对 照 组 动物 在 攻 毒 后 第 6 天 均 产 生病 毒 血 症 ， 并 在 14 一 21 天 时 间 段 产生 高 水 平 
的 中 和 抗体 。 在 Ad5-NT21 和 Ad5-POL JRA xe 4H HH, why 491-8, # 102-3 
All # 107-2 只 产生 极 低 水 平 的 中 和 抗体 ， 而 且 所 有 常规 剂量 免疫 组 动物 在 第 6 天 
均 没 有 产生 病毒 血 症 。 通 常 ， 病 毒 血 症 在 动物 病毒 性 水 泡 症状 形成 之 前 产生 ， 而 
且 持 续 3 一 4 天 5 。 我 们 的 实验 结果 表明 ， 绝 大 多 数 对 照 组 动物 在 攻 毒 后 4 一 5 天 
发 生 水 泡 症 状 〈 图 16A，B)， 而 且 所 有 的 对 照 组 动物 在 第 6 天 检测 到 病毒 血 症 
( 表 4) 。 因 此 ， 尽 管 我 们 没有 在 攻 毒 后 连续 检测 病毒 血 症 症状 ， 动 物 # 91-8、 间 # 
102-3 和 # 106-9 在 攻 毒 后 第 6 天 未 检测 到 该 症状 至 少 暗示 在 攻 毒 后 最 重要 的 时 
期 没有 产生 病毒 血 症 ， 或 产生 的 病毒 血 症 十 分 轻微 ， 以 至 于 快速 的 消失 。 令 人 惊 
WE, By + 106-9 在 第 14 天 检测 到 了 病毒 血 症 ， 而 且 在 第 15 天 发 生 了 病毒 
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性 水 泡 。 据 我 们 所 知 ， 在 攻 毒 后 12 天 之 内 家 猪 若 不 发 生病 毒性 水 泡 ， 通 常 就 不 
会 再 发 病 ， 因 为 这 时 候 攻击 病毒 已 经 被 动物 免疫 系统 清除 。 因 此 ， 导 致 #106-9 
发 病 时 间 蜡 常 最 有 可 能 的 原因 是 ， 对 照 组 发 病 动 物 分 泌 的 病毒 通过 空气 传播 导致 
# 106-9 的 再 感染 ， 即 使 对 照 组 动物 与 # 106-9 是 隔离 的 ， 但 是 并 不 能 排除 FM- 
DV 通过 空气 在 负 压 实验 室内 传播 。 同 时 ， 这 也 暗示 了 重组 腺 病毒 诱导 的 抗 病毒 
效应 持续 时 间 可 能 不 会 超过 14 天 。 

动物 感染 FMDYV 的 一 个 很 重要 的 特征 是 ， 在 动物 血液 中 诱导 显著 的 抗 FM- 
DV 非 结构 蛋白 3ABC 抗体 ”2 。 固 相 阻 断 ELISA 检测 结果 表明 ， 发 病 的 动物 
3ABC 抗体 水 平 显 著 高 于 受 保 护 的 动物 〈 表 4) 。 


7.5 实验 发 现 


RNAi 效应 持续 时 间 短 ， 并 且 无 法 完全 清除 病毒 是 RNAI 作为 病毒 感染 防御 
策略 必须 解决 的 两 个 难题 5 。 前 面 的 多 个 工作 号 9 结果 发 现 ,RNAi 在 细胞 水 平 
xf FMDV 复制 的 抑制 效应 通常 持续 2 一 6 天 。 然 而 ，Kahana 等 号 采用 三 个 
siRNA 同时 转 染 细胞 能 够 100%% 抑制 病 毒 的 复制 。 目 前 ， 我 们 对 影响 细胞 水 平 
RNAi 效率 的 因素 仍然 不 甚 了 解 ， 除 了 siRNA 本 身 之 外 ， 我 们 认为 其 他 因素 亦 
需要 考虑 : 其 一 ， 在 不 同 的 哺乳 动物 细胞 类 型 中 ，RNAi 分 子 机 制 的 保守 性 及 其 
活性 ; 其 二 ， 化 学 合成 或 载体 表达 的 siRNA 的 转 染 效率 ; 其 三 ，RNAi 效应 从 
一 个 细胞 扩散 到 另 一 个 细胞 的 能 力 。 由 于 腺 病毒 易 培 养 ， 和 宿主 细胞 类 型 多 ， 及 其 
感染 不 依赖 于 细胞 分 裂 使 腺 病毒 成 为 sRNA 有 效 的 表达 载体 必 号 。 我 们 的 工作 
BR, BIE FMDV 特异 性 的 siRNA 的 重组 腺 病毒 能 够 完全 保护 猪 IBRS-2 细胞 
ANS FMDV 的 感染 〈 图 13) 。 

FALE RNAi 技术 在 细胞 水 平 的 成 功 试验 ， 其 在 动物 个 体 水 平 上 的 成 功 应 用 仍 
鲜 见 报道 。 由 于 动物 个 体 的 复杂 性 ， 以 及 目前 对 兰 椎 动物 分 子 机 制 的 研究 不 够 次 
人 人， 在 动物 个 体 水 平 发 展 RNAI 技术 的 最 大 挑战 可 能 是 如 何 有 效 地 将 SIRNA 传 
PEER EO! 。 我 们 的 工作 发 现 ， 即 使 使 用 大 剂量 或 者 改变 免疫 方法 ， 家 
猪 也 无 法 受到 100% 保 护 〈 图 15 和 图 16)， 这 在 豚鼠 实验 中 也 是 如 此 〈 表 1 和 
表 2) 。 一 个 很 重要 的 问题 是 腺 病毒 是 否 确实 扩散 到 了 FMDY 感染 的 部 位 中 去 
We? 为 此 ， 我 们 在 EMDYV 攻击 后 的 第 8 天 ， 分 别 从 Ad5-POL 实验 组 受 保护 的 一 
只 豚鼠 和 Ad5-Lac2 实验 组 发 病 的 一 只 豚鼠 中 收集 了 五 个 组 织 器 官 〈 分 别 是 口 
咽 、 肺 、 肝 、 肌 了 肉 以 及 脚掌 表皮 )， 抽 提 组 织 总 RNA， 并 通过 实时 荧光 定量 
PCR 的 方法 检测 了 腺 病毒 GFP 基因 mRNA Ail FMDV 3D 基因 mRNA 的 丰 度 。 
结果 表明 ， 大 多 数 的 腺 病毒 分 布 在 肝脏 部 位 ， 而 绝 大 多 数 的 FMDYV 分 布 在 发 生 
病毒 性 水 泡 的 脚掌 表皮 ， 但 该 部 位 腺 病毒 的 分 布 却 十 分 微量 。 在 偶蹄 类 动物 中 ， 
不 论 是 急性 或 持久 感染 ，FMDYV 均 是 在 口 咽 部 位 复制 2 。 因 此 ， 在 我 们 的 工作 
当中 ， 尽 管 没 有 对 家 猪 的 各 个 组 织 器 官 进行 类 似 的 检测 ， 我 们 可 以 认为 ，EMDYV 
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和 腺 病毒 的 不 同 分 布 也 是 导致 RNAi 效应 十 分 有 限 的 原因 之 一 。 

为 了 使 RNAi 的 抗 病毒 效应 在 动物 水 平 能 够 更 加 有 效 ， 很 重要 的 是 要 让 
RNAi 信号 在 动物 一 些 组 织 甚至 全 身 性 的 系统 扩散 。 在 秀丽 新 小 杆 线虫 5 中 ， 
siRNA 能 够 通过 一 种 目前 还 不 清楚 的 机 制 诱 导 系 统 性 的 RNAi。 研 究 发 现 ， 一 种 
跨 膜 蛋白 SID-1 与 siRNA 的 吸收 以 及 RNAi 的 系统 化 有 关 59 。 令 人 兴奋 的 是 ， 
在 人 类 以 及 嘴 齿 类 动物 中 存在 SID-1 的 同 源 蛋 白 5 。 最 近 ，Duxbury 等 2 发 现 ， 
一 个 SID-1 的 哺乳 动物 同 源 蛋白 的 过 表达 能 够 增强 人 PANC1 细胞 对 siRNA 的 
吸收 ， 并 且 提 高 RNAi 的 效率 。 这 些 研究 结果 暗示 ， 哺 乳 动 物 可 能 具备 使 RNAi 
效应 系统 化 的 能 力 。 不 过 ， 目 前 仍然 没有 直接 的 证 据 表 明 在 动物 某 一 个 组 织 产生 
的 RNAi 效应 能 够 诱导 动物 全 身 性 的 抗 病毒 反应 ， 这 或 许可 以 部 分 地 解释 在 我 们 
的 工作 中 为 什么 腺 病毒 在 动物 水 平 的 抗 病毒 活性 不 是 那么 的 强烈 。 

另 一 个 重要 的 问题 是 如 何 确定 一 个 最 佳 的 SIRNA 表达 载体 。 好 几 个 实验 团 
队 9455 包 括 我 们 均 利 用 复制 缺陷 型 的 人 重组 腺 病毒 作为 SIRNA 表达 载体 。 然 而 ， 
最 近 的 一 个 研究 "5 轨 表明 ， 腺 病毒 的 VA1 非 编 码 RNA 能 够 抑制 SIRNA 或 miR- 
NA 的 表达 。 我 们 的 实验 结果 [523 发现 ， 高 剂量 的 腺 病毒 注射 似乎 降低 了 RNAi 的 
效率 〈 图 16D) 。 这 些 发 现 暗 示 ， 目 前 使 用 的 腺 病毒 载体 可 能 需要 进一步 完善 ， 
例如 去 除 VAL RNA 的 编码 基因 5 。 甚 至 ， 需 要 去 寻找 比 腺 病毒 更 加 合适 的 载 
体 用 来 表达 siRNA。 
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靶 向 FMDYV fy siRNA 54 TEN-B 的 研究 


pU6 质 粒 的 酶 切 siNRA 模 板 序列 的 化 学 合成 与 拼接 


siRNA 表 达 质 粒 的 构建 


| 


siRNA 转 染 细 胞 HEK293 


HEK293 细 胞 内 IFN-B 表 达 量 的 测定 


el > 


8.1 引言 


2002 年 以 来 陆续 有 研究 表明 ，siRNA 可 以 诱发 真 核 生物 细 胞 的 干扰 素 | 
天 然 免疫 反应 ， 这 为 siRNA 在 基因 功能 研究 以 及 抗 病毒 研究 中 的 应 用 蒙 上 了 不 


确定 因素 。 影 响 siRNA 能 和 否 诱发 真 核 生 物 细 胞 干扰 素 产 生 的 因素 很 多 ， 虽 和 然 
Veit Hornung 等 研究 发 现 siRNA 对 干扰 素 的 诱发 是 序列 依赖 性 的 ， 但 人 们 对 
siRNA 和 工 型 干扰 素 诱 发 之 间 的 关系 尚 不 清楚 。 然 而 不 可 否认 的 是 ， 在 各 种 应 
用 siRNA 进行 的 研究 中 ， 对 干扰 素 的 产生 有 不 同 的 考虑 ， 在 基因 功能 研究 中 ， 
应 该 尽量 避免 干扰 素 的 产生 ， 以 排除 非特 异性 抑制 反应 对 结果 的 影响 。 而 在 抗 病 
毒 研究 中 ， 一 方面 希望 能 够 将 RNA 干扰 与 非特 异性 干扰 素 反 应 这 两 者 的 抗 病毒 
效应 区 分 开 来 ， 另 一 方面 则 更 希望 能 找到 集 两 个 特点 于 一 身 的 siRNA， 以 达到 
最 好 的 抗 病毒 效果 。 

在 本 项 工作 中 ， 我 们 利用 针对 FMDV 的 shRNA 表达 质粒 载体 转 染 HEK- 


293 细胞 后 ， 对 IN-B 的 诱发 情况 进行 评估 ， 并 探讨 siRNA AP HABAKZIA 


WER. 
I siRNA 表达 载体 的 构建 
[8.2 实验 材料 
18.2.1 质粒 及 菌株 
(1) 质粒 


pU6 ， 由 小 鼠 的 U6 启动 子 取代 质粒 pCDNA3. 1B (—) (Invitrogen, Gron- — 


ingen, The Netherlands) 的 CMV 启动 子 重组 而 成 的 质粒 ， 由 本 实验 室 人 员 构 
建 保存 。 

(2) 菌株 

Th. 2.2s 


18.2.2 主要 试剂 


C1) 生化 酶 试剂 

EcoRI, HindIll, Xhol, T4 连接 酶 (T4 ligase)、T4 BRA RB MR 
ADNA/ HindIII marker 和 100 bp DNA marker 等 购 自 NEB 公司 。 

(2) 试剂 盒 、LB 培养 基 、 碱 裂解 法 抽 提 质粒 试剂 见 5. 2. 3。 


18.2.3 £RRSE 
PCR 扩 增 仪 、H6-1 微型 电泳 槽 、Bio-Rad 一 次 性 凝 胶 成 像 仪 、 孵 育 箱 等 。 
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18.3 实验 方法 
18.3.1 siRNA 表达 载体 的 构建 流程 


人 工 合 成 所 设计 的 siRNA 片段 3D1、3D2、3D3、NT21 和 NT63， 并 将 它 
们 克隆 到 表达 载体 pPU6 上 ， 构 建 流 程 见 图 1. 


合成 片段 1 合成 片段 2 


一 人、U6 启 动 子 
EcoRI 合成 片段 3 合成 片段 4 
Hindill 复 性 | 


| EcoRV Hind IB) —l. a CO” 
Amp 
Cm | EcoR\/HindIX a) 
连接 


| 


Amp 


U6 启 动 子 
pU6- 
siRNA | ZcoRI 
Hindltl 


图 1 siRNA 表达 载体 构建 流程 
18.3.2 SiRNA 表 达 模 板 的 设计 


siRNA 表达 模板 的 设计 参照 Sui 等 ”的 工作 ， 采 用 反 向 重复 结构 ， 中 间 以 
Xhol 限制 酶 识别 序列 作为 链接 便于 克隆 鉴定 ， 重 复 结构 末端 加 入 五 个 胸腺 喀 喧 
(T5) 作为 U6 启动 子 的 转录 终止 信号 。 该 模板 克隆 到 pPU6 载体 中 ， 经 U6 启动 
子 转录 获得 ssRNA， 预 期 折 有 至 成 shRNA， 并 在 细胞 内 经 Dicer 酶 剪 切 最 终 获得 
有 效 的 目的 siRNA ( 见 3. 3. 4. 2 中 图 3) 。 


18.3.3 SiRNA 表 达 模 板 的 化 学 合成 和 拼接 


siRNA 表达 模板 的 化 学 合成 采取 如 下 策略 : 采取 正 负 链 分 段 合 成 ， 并 在 模 
板 序 列 的 两 端 分 别 加 上 EcoRI 和 互 zzdIII 限制 性 内 切 核酸 酶 位 点 ， 而 后 磷酸 化 、 
双 链 复 性 互补 、 连 接 。 但 由 于 一 条 链 自身 就 容易 互补 形成 发 卡 状 结构 ， 则 采用 另 
一 种 化 学 合成 方案 : 即 采取 正 负 链 分 段 合 成 〈 一 个 siRNA 分 别 合成 4 段 单 链 )， 
并 在 模板 序列 的 两 端 分 别 引 入 酶 切 后 的 EcoRI 和 HindIII 限制 性 内 切 核酸 酶 位 
点 ， 然 后 磷酸 化 ， 各 链 之 间 复 性 互补 、 连 接 。 各 个 SIRNA 表达 模板 序列 如 下 
《下 画 实 线 和 下 画 虚线 分 别 为 正 向 和 反 向 序列 ) : 
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1) NTZI 


5'-GAA TTC GAG TCT GCG GAC CCC GTG ACT CTC GAG AGT CAC 
GGG GTC CGC AGA CTC TTT TTA AGC TT-3' 


#0 [a] FMDV VPI 的 第 16 一 36 {KER FIT AeA EW 21 bp 的 shRNA, 
2) NT63 


5'-GAA TTC GCG GGT GAG TCT GCG GAC CCC GTG ACT ACC 
ACC GTC GAA GAC TAC GGC GGC GAG ACA CAA GTC Cie 
GAG GAC TTIG TGT CTC GCC GCC GTA GTC TIC GAG Gér 


AGC TY 
#8 fa] FMDV VP1 的 第 10~72 feARK AR. FIT RIA ED 63 bp 的 shRNA. 


3) 3D1 siRNA 


3D1 siRNA 合成 片段 1-Al ; 

5 GAA TTC CCA TAG AGG AGA AGIIGA TID ea 

3D1 siRNA 4 ARH EE 2-A2: 

5'-AAG AGA ATC AAC TTC TCC TGT ATG GTT TTT T-3' 
3D1 siRNA 合成 片段 3-A3: 

5’-CTT AAG GGT ATG TCC TCT TCA ACT AAAG-8' 

3D1 siRNA 合成 片段 4-A4: 

S-TTC TCT TAG T1G AAG AGG ACA TAC CAA AAR 


靶 向 FMDYV 3D 基因 的 第 159~181 位 核 苷 酸 。 
4) 3D2 siRNA 


3D2 siRNA 合成 片段 1-B1l ， 

5 GAA TIC GGG ACCAPNECAG GAG AAG TFI'C 

3D2 siRNA 合成 片段 2-B2 

5'-AAG AGA ACT TCT CCT GTA TGG TCC CTT TTT T 
3D2 siRNA 合成 片段 3-B3: 
SECGTTIAAGOCCCTOGGTATIGTCEGTECTEECOAAAIG 

3D2 siRNA 合成 片段 4-B4: 

5'-TTC TCT TGA AGA GGA CAT ACC AGG GAA AAA A 


靶 向 FMDYV 3D 基因 的 第 156~178 LKR. 
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5) 3D3 siRNA 


3D3 siRNA 合成 片段 1-C1 

Sopa ti Gill Cll GGT CAC TCC ATA. ATT.C 

3D3 siRNA AAR BE 2-C2: 

fe Aen ELA TGG AGT GAC CAA GAA.CTT TIT T 

3D3 siRNA 4A Be 3-C3: 

Goer? WAG CAA GAA CCA GTG AGG TAT TAA G 

3D3 siRNA AAR BE 4-C4: 

5'-TTC TCT AAT ACC TCA CTG GTT CTT GAA AAA A 

#2 a] FMDV 3D 基因 的 第 26 一 48 位 核 苷 酸 。 

其 中 ，3D3 siRNA、3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 在 模板 设计 时 ， 中 间 连 接 片 
段 没 有 采用 惯常 的 Xhol 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 序列 ， 这 给 重组 质粒 载体 的 鉴定 
带 了 一 定 的 不 便 。 但 一 些 研究 发 现 ， 中 间 以 5 -TTCAAGAGA 的 9 nt 序列 更 易 
于 Dicer 酶 将 转录 出 来 的 sShRNA 前 切 为 siRNA, 

针对 FMDV Pol 基因 的 dsRNA 以 及 对 照 的 针对 LacZ 基因 的 dsRNA Wik 
计 和 克隆 载体 由 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重点 实验 室 构 建 。 


18.3.4 SiRNA 表 达 质 粒 载 体 的 构建 
IT8.3.4.1 pU6 和 siRNA 模板 序列 磷酸 化 及 双 酶 切 
1) pU6 载体 的 双 酶 切 体 系 


双 蒸 水 20 ul 
10X Pm 2 3 ud 
pU6 5 ul 
Hindlll 1 pl 
EcoRI 1 pl 

总 体积 30.0 pl 


2) NT21 和 NT63 模板 序列 的 磷酸 化 体系 


双 蒸 水 Zk ul 
10XT4 PNK 缓冲 液 4 ul 
ATP (10 mmol/L) 4 pl 

合成 片段 1 5 pl 
合成 片段 2 5 pl 
T4 PNK 1 pl 


总 体积 30.0 pl 
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3) 3D1 siRNA、3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 模板 序列 的 磷酸 化 体系 


RAK 19 pl 
10XT4 PNK 缓冲 液 4 yl 
ATP (10mmol/L) , 4 yl 
合成 片段 1 3 pl 
合成 片段 2 3 pl 
合成 片段 3 3 pl 
合成 片段 3 3 pl 
T4 PNK 1 pl 

总 体积 40.0 pl 


18.3.4.2 GRARWSHAt. Wik 


(1) 往 磷 酸化 反应 管 中 加 入 4 pl NaCl (1 mol/L) 溶液 ， 然 后 轻 轻 地 在 液体 
表面 滴 上 石蜡 油 ， 直 至 铺 满 液 体 表面 。 

(2) 100C 水 浴 1 min， 自 然 冷却 至 室温 。 

(3) 小 心 吸 去 大 部 分 石蜡 油 ， 然 后 轻 轻 加 入 少量 的 乙醇 抽取 残留 石蜡 油 ， 最 
后 让 残留 的 乙醚 自然 挥发 ， 直 至 无 味 。 

(4) 加 入 1/10 体积 0.1 mol/L MgCl,, 1/10 体积 3 mol/L NaAc (pH 
5.2), WR 2 倍 体积 无 水 乙醇 。 混 匀 冰 浴 超 过 1h, 15 000 r/min 离心 15 min, 
弃 废 液 保留 沉淀 部 分 。 

(5) 加 入 500 pl 70%% 的 乙醇 溶液 ， 轻 轻 洗 桨 ，15 000 r/min 离心 1 min, F 
除 乙 醇 液体 。 重 复 洗 涤 一 次 。 在 重复 过 程 中 ，15 000 r/min 离心 1 min 后 ， 再 次 
用 离心 机 将 残留 液体 轻 轻 甩 至 离心 管 底部 ， 后 以 微量 移 液 器 将 其 小 心 吸 去 。 

(6) 将 离心 管 置 于 37 恒 温 箱 或 室温 自然 晾 干 ,用 20 pl TE ROR RA 
解 ， 储 存 于 一 20C 永 箱 备用 。 


18.3.4.3 连接 
1) NT21 和 NT63 合成 片段 的 连接 体系 


RAK 18 pl 
10X14 连接 缓冲 液 3 pl 
pU6 2 pl 

合成 片段 3 pl X2 
T4 连接 酶 1 pl 
总 体积 30. 0 pl 
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2) 3D1 siRNA, 3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 合成 片段 的 连接 体系 


MAK 16 ul 
10XT4 连接 缓冲 液 3 ul 
pU6 2 pl 

合成 片段 2 wlX4 
T4 连接 酶 1 pl 
总 体积 30.0 pl 


18.3.5 重组 质粒 的 克隆 及 鉴定 
I8.3.5.1 大 肠 杆 菌 TG1 感受 态 细胞 的 制备 
见 5.3.5, 
[8.3.5.2 dsRNA 表达 载体 的 转化 
见 5.3.5。 
I8.3.5.3 质粒 的 小 量 抽 提 
55.3.5. 
[8.3.5.4 siRNA 表达 重组 质粒 载体 的 鉴定 
主要 是 采用 单 酶 切 、 双 酶 切 以 及 测序 三 种 鉴定 方法 。 
18.3.5.5 酶 切 鉴定 
1) 单 酶 切 鉴定 


选取 目的 基因 内 存在 的 一 个 或 多 个 特征 性 限制 性 内 切 核酸 酶 识别 位 点 〈 若 无 
特征 性 识别 位 点 ， 单 酶 切 鉴定 过 程 通常 略 过 )， 并 以 该 限制 性 内 切 核酸 酶 对 重组 
质粒 进行 单 酶 切 反应 ， 同 时 设立 空 载体 酶 切 对 照 。 酶 切 体 系 通过 琼脂 糖 电泳 后 ， 
若 电泳 条 带 单一 ， 且 大 小 适当 ， 表 明 该 质粒 克隆 为 阳性 ， 否 则 为 阴性 。pUf6 & 
体内 无 Xhol 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 ， 而 我 们 在 设计 siRNA (其 中 3Dl 
siRNA, 3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 是 例外 ， 它 们 不 能 通过 Xhol 的 单 酶 切 鉴定 ) 
的 时 候 ， 人 为 的 引入 了 特异 性 内 切 核 酸 酶 限制 位 点 XhoI， 故 能 被 Xhol 酶 切 的 重 
组 克隆 载体 可 认为 是 阳性 克隆 。 酶 切 体系 如 下 : 
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双 蒸 水 LAa a ul 


10 久 缓冲 液 2 2.0 pl 
重组 质粒 载体 3.0 pl | 
Xhol 0.5 pl 
总 体积 20.0 pl 
2) 双 酶 切 鉴定 
WD, 52350 


3) 测序 鉴定 
见 5. 3.5。 
18.4 实验 结果 
18.4.1 3D1 siRNA, 3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 模板 合成 片段 复 性 
互补 后 产物 鉴定 


合成 的 片段 经 复 性 互补 后 ， 纯 化 再 溶解 ， 然 后 取样 品 8 wl， 在 1.5 为 的 琼脂 
糖 凝 胶 中 电泳 ， 结 果 见 图 2。 


50 bp 


图 2 ”模板 合成 片段 复 性 互补 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 图 
1. 3D1 siRNA 的 复 性 互补 结果 ; 2. 100 bp marker; 3. 3D2 siRNA AY 
复 性 互补 结果 ; 4. 3D3 siRNA 的 复 性 互补 结果 


从 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结 果 中 ， 可 以 看 到 3D1 siRNA、3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 
模板 合成 片段 复 性 互补 后 ， 大 小 约 为 50 bp， 与 预期 设计 相符 。 


18.4.2 3Dl1 siRNA, 3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 重组 载体 的 双 酶 切 监 定 


三 种 重组 载体 和 对 照 pU6 质粒 的 双 酶 切 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 见 图 3。 
从 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 中 可 以 看 到 ，3D1 siRNA、3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 重 
组 质粒 载体 都 被 切 下 了 一 条 约 50 bp 的 小 片段 条 带 ， 这 和 我 们 当初 设计 的 siRNA 
。 196 。 


500 bp —— 


200 bp —— 


100 bp 一 -一 —— #450 bp 


图 3 三 种 重组 载体 的 双 酶 切 琼脂 糖 凝 胶 电泳 图 
1. 100 bp marker; 2. pU6 质粒 的 双 酶 切 电 泳 条 带 ; 3. 3D1 siRNA 重组 载体 的 
双 酶 切 电泳 条 带 ; 4. 3D2 siRNA 重组 载体 的 双 酶 切 电泳 条 带 ; 5. 3D3 siRNA 
重组 载体 的 双 酶 切 电泳 条 带 


反 向 重复 片段 大 小 是 一 致 的 。 并 且 对 照 的 pPU6 质粒 没有 殉 隆 的 siRNA 片段 ， 也 
未 见 相应 条 带 出 现 。 


18.4.3 重组 SiRNA 表 达 质 粒 载体 的 测序 鉴定 


选取 单 酶 切 及 双 酶 切 阳 性 转化 子 在 上 海 博 亚 生 物 工 程 有 限 公 司 测 序 。 引 物 选 
用 pPCDNA3.1B (—) 载体 反 向 引物 ， 即 5 -TAGAAGGCACAGTCGAGG-3 。 
测序 结果 表明 ， 各 个 重组 质粒 序列 以 及 多 克隆 位 点 均 与 预期 相符 。 测 序 结果 略 。 


I8.5 实验 发 现 


本 试验 中 3D1 siRNA、3D2 siRNA 和 3D3 siRNA 表达 克隆 载体 按 7. 3 实验 
方法 进行 构建 : 反 向 重复 序列 由 一 段 TTCAAGAGA 的 9 nt 片段 相连 ， 把 单条 
shRNA 分 为 两 条 单 链 DNA 人 合成， 分别 引入 不 完整 的 EcoRI 和 互 zadIII 限制 性 
内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 。 如 3D1 siRNA, Al 人 工 合成 单 链 在 其 5' 端 含有 5'-AAT- 
TC-3'， 是 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 切 位 点 EcoRI (5'-GAATTC-3') 经 酶 切 后 残留 
于 下 游 的 碱 基 片 段 ， 可 以 和 载体 pU6 经 EcoRI 酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 片 段 
5 -G-3 相连 接 ，Al 人 工 合成 单 链 的 3 端 含 有 5 -TTC-3 碱 基 片 段 ， 是 9 nt 连接 
片段 的 上 游 碱 基 。A2 人 工 合成 单 链 的 5 端 则 含有 5 -AAGAGA-3 碱 基 片 段 ， 为 
9 nt 连接 片段 的 下 游 碱 基 ， 经 过 连接 酶 的 作用 ， 可 以 和 含有 经 EcoRI YW) ae 
于 上 游 的 碱 基 片段 5 -TTC-3 的 Al 相连 接 ，A2 人 工 合成 单 链 的 3 端 含有 5 -A- 
3 碱 基 残 端 ， 是 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 经 Hind I] 酶 切 后 残留 于 上 游 的 碱 基 
片段 ， 其 可 以 和 含有 5 -AGCTT-3 碱 基 残 端的 PUG 相连 接 ， 人 碱 基 残 端 是 PUG 
的 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 瓦 inzdIII 经 酶 切 后 残留 于 下 游 的 碱 基 残 端 。 同 理 ， 


e 197 « 


3D1 siRNA 的 负 链 从 5 端 到 3 端 和 正 链 的 方向 相反 ， 故 其 所 含有 的 酶 切 碱 基 残 
端 也 与 正 链 相 反 。 即 A3 的 5 端 含有 9 nt 连接 片段 的 上 游 碱 基 ， 其 3 端 含有 限制 
性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 EcoRI 酶 切 后 残留 于 上 游 的 5 -G-3 碱 基 片 段 。A4 的 5 端 
含有 限制 性 内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 Hind I 经 酶 切 后 残留 于 下 游 的 5 -AGCTT-3/ 
碱 基 片段 ; 而 A4 的 3 端 则 含有 9 nt 连接 片段 的 下 游 碱 基 。3D2 siRNA 和 
3D3 siRNA 表达 质粒 的 构建 同 3D1 siRNA 表达 质粒 的 构建 方法 。 此 方案 最 主要 
的 优点 ， 首 先 ， 避 免 了 自身 互补 形成 shRNA， 从 而 提高 siRNA 的 构建 效率 ; 其 
次 ， 所 引入 的 酶 切 位 点 为 不 完整 的 连接 片段 和 儿 性 未 端 和 EcoRI 及 Hind III 限制 性 
内 切 核酸 酶 酶 切 位 点 ， 无 需 双 酶 切 即 可 直接 和 经 过 瑟 zzdJII 及 EcoRI 双 酶 切 的 
pU6 相连 接 ， 减 少 了 人 工 操作 步骤 ， 降 低 了 人 工 操作 过 程 中 可 能 出 现 的 错误 ; 
最 后 ， 因 为 每 条 单 链 的 合成 碱 基 数 减 少 ， 降 低 人 工 合 成 过 程 中 可 能 出 现 的 错 配 
率 ， 提 高 正确 性 ， 同 时 降低 合成 费用 ， 使 得 siRNA 表达 载体 的 构建 更 加 便宜 、 
方便 ， 为 构建 大 量 siRNA 提供 了 一 种 新 颖 的 模式 。 


I _ siRNA 诱导 IFEN-B 表 达 量 的 测定 
18.2 实验 材料 
18.2.1 细胞 、 质 粒 及 菌株 


(1) 细胞 

HEK293， 于 DMEM 培养 基 〈 含 10 为 胎 牛 血清 ， 每 升 200 万 单位 青霉素 和 
链 霉 素 ，pH 7.4) 37°C. 5%CO, 条 件 下 培养 。 

(2) 质粒 

几 种 siRNA 克隆 到 pU6 上 重组 的 质粒 ; pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, 
Calif. USA). 

(3) 菌株 

大 肠 杆 菌 (Escherichia coli, E.coli) TG1 菌株 {supE hsd A5 thiA Cac 
proAB) F’ [traD36proAB+laclq lacZ A M15]}》 ， 由 复旦 大 学 遗传 工程 国家 重 
点 实验 室 保存 。 


[8.2.2 主要 试剂 


ey cay cree) 

| AY IFN 的 强烈 诱发 剂 。 

(2) 酶 试剂 

M-Mulv 反 转 录 酶 ， 购 自 BioLabs 公司 。 
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(3) HEK293 细胞 转 染 试剂 

Lipofectamin™ 2000， 购 自 Invitrogen 公司 。 

(4) 总 RNA 抽 提 试剂 

TRIzol 试剂 ， 购 自 Gibco-BRL 公司 。 

(5) 试剂 盒 

PCR 试剂 盒 及 一 步 法 RT-PCR 试剂 盒 〈SYBR Premix Ex Tag™), IBA 
TaKaRa 公司 。 


18.2.3 主要 仪器 


(1) 基因 序列 扩 增 

PE 公司 9600 型 PCR 仪 。 

(2) 细胞 观察 记录 

RAE (Olympus) BH-2 荧光 显微镜 、 尼 康 (Nikon) E950 数码 照相 机 。 


18.2.4 引物 


(1) TFIN8 基因 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 的 Homo sapiens 的 IFN-B-1 序列 设计 ， 并 化 学 合成 扩 增 
IFN-8 基 因 的 引物 如 下 : 

ESSATGACCAACAAGTGTCTCCTCCE 

fa $e | P2; 5'-TCTGACTATGGTCCAGGCACAG-3’ 

(2) Pactin 基因 PCR 扩 增 引物 

根据 GenBank 公布 的 Homo sapiens 的 ACTB 序列 设计 ， 并 化 学 合成 扩 增 有 
actin 基因 的 引物 如 下 : 

正 链 引 物 P3:， 5’/-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3’ 

fi ze5 |B P4: 5'-ATCATGTTTGAGACCTTCAACA-3’ 


18.3 实验 方法 
[8.3.1 HEK293 细胞 的 培养 及 保存 


CL) 把 保存 的 细胞 〈 液 氮 中 保存 ) 置 于 37C 水 浴 锅 中 ， 直 到 细胞 培养 液 完 
全 融化 。 

(2) 往 细胞 培养 瓶 中 加 入 5 ml DMEM 培养 基 ， 然 后 用 移 液 器 把 完全 融 解 的 
细胞 培养 液 转移 到 培养 瓶 中 。 放 和 人 培养 箱 (37°C, 5% HY CO.) 中， 培养 至 瓶 底 
长 满 细胞 为 止 。 

(3) 在 培养 过 程 中 ， 因 为 细胞 培养 液 营养 成 分 的 消耗 以 及 细胞 本 身 的 代谢 物 
产生 ， 故 需要 补充 新 鲜 的 培养 液 。 倒 弃 培 养 瓶 中 旧 的 培养 液 ， 然 后 用 PBS 液 洗 
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条 一 遍 ， 弃 PBS 液 ， 加 入 新 鲜 的 培养 基 。 继 续 放 人 培养 箱 培养 。 

(4) 在 培养 瓶 瓶 底 长 满 细胞 后 ， 弃 除 细胞 培养 液 ， 用 PBS 液 洗涤 一 遍 ， 然 
后 加 入 胰 酶 消化 贴 壁 的 细胞 ， 待 培养 瓶 瓶 底 开 始 出 现 针 状 小 孔 后 ， 再 加 入 新 鲜 培 
养 液 ， 用 移 液 右 吹 打 ， 把 培养 瓶 瓶 底 的 细胞 完全 吹 打 下 来 ， 用 移 液 器 将 细胞 转移 
到 新 的 细胞 培养 瓶 中 ， 再 放 人 合适 的 细胞 培养 液 ， 进 行 培养 。 

(5) 细胞 的 保存 方法 : 把 含有 细胞 的 培养 液 倒 人 离心 管 中 ，1000 r/min, By 
心 10 min, FF Ein, PRAT. AAAI, FE 5 : 1 的 比例 配制 新 鲜 
培养 液 和 二 甲 基 亚 砚 混 合 液 ， 将 细胞 沉 省 进行 吹 打 并 转移 到 细胞 冻 存 管 中 。 于 
4C 预 冷却 30 min， 然 后 于 一 20C 冷 却 2 h， 再 把 冻 存 管 放 置 到 液 氮 瓶 口 30 min, 
最 后 置 人 液 氮 瓶 中 长 期 保存 。 


[] 8.3.2 siRNA ik Rt #242 pEGFP-N1 & poly(] : C) 464 HEK293 细胞 


操作 主要 根据 Invitrogen 公司 的 Lipofectamin™ 2000 转 染 试剂 说 明 书 进行 

(1) 将 HEK293 细胞 培养 于 96 孔 培养 板 中 ， 直 至 孔 底 90% ~95% WK 
细胞 铺 满 。 

(2) 转 染 前 ， 吸 去 96 板 孔 中 的 DMEM 培养 基 ， 加 入 不 含 血 清和 抗生素 的 
新 鲜 培 养 液 (BI) DMEM-O) 。 

(3) 质粒 / 脂 质 体 混合 物 的 制备 : 每 个 质粒 取 1 pl CBP 2 pg) A 10 pl 
DMEM-O 混合 〈 每 个 样品 质粒 要 做 4 个 重复 ， 同 时 要 做 空白 对 照 ，Lipofecta- 

n™ 2000 XR, pEGFP-N1 转 染 效果 对 照 以 及 poly (1? C) 作为 干扰 素 强 列 
oe AY) BH MET AA )—> By 2 pl Lipofectamin™ 2000 (AB IK (EAA Z Al A AE 
4) 稀释 于 20 pl FCM ACHE AN) DMEM 培养 液 中 ， 轻 轻 混 匀 一 ~ 将 质粒 稀 
释 液 和 脂 质 体 稀释 液 混合 在 一 起 ， 并 轻 轻 混 义 ， 放 置 室温 30 min， 而 后 用 无 血 
清 无 抗生素 的 DMEM 培养 液 将 这 个 混合 液 补 齐 到 200 Al， 这 个 过 程 动作 要 轻 ， 
液体 沿 管 壁 轻 轻 滑 落 混合 。 

(4) eR: MA 96 FLAWS RAE FY DMEM-O 将 每 个 孔 洗 2 或 3 次 一 ~ 
每 个 孔 加 入 50 pl 质粒 脂 质 体 混 合 液 ， 每 个 样品 做 4 个 重复 孔 ， 前 后 左右 轻 轻 摇 
匀 一 ~ 置 于 细胞 培养 箱 〈37、5% CO ) 培养 (原则 上 转 染 时 间 长 转 当 效率 就 
高 ， 但 细胞 所 受 的 毒性 也 很 大 ， 一 般 根据 细胞 的 耐 受 性 确定 转 染 时 间 ) 一 ~ 吸 去 
转 染 液 一 ~ 用 含 血清 抗生素 的 DMEM 培养 液 将 孔 洗 2 或 3 次 一 ~ 每 个 孔 加 100 
由 细 胞 培养 液 一 ~ 培养 36 h 后 进行 下 面 实验 。 

18.3.3 荧光 显微镜 观察 

质粒 转 染 36 h 后 ， 使 用 Olympus BH-2 型 菊 光 显微镜 观察 HEK293 细胞 中 
转 染 效率 对 照 质粒 PEGFP-NI1 的 EGFP 表达 情况 ， 并 使 用 Nikon E950 型 数码 相 
机 在 放大 40 倍 并 曝光 8 s 的 条 件 下 记录 细胞 的 绿色 获 光 蛋白 表达 情况 〈 可 以 作 
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为 转 染 效率 的 指 征 ) 和 每 孔 细胞 具有 代表 性 的 可 见 光 视野 。 
18.3.4 细胞 总 RNA 的 抽 提 
1) 实验 耗材 准备 


玻璃 和 塑料 制品 用 0. 1%% 焦 碳酸 二 乙 酯 〈 用 MilliQ 水 配制 ) 于 37 浸泡 过 
夜 ; 然后 ， 玻 璃 制品 于 180C 干 烤 4h; 塑料 制品 高 压 〈1. 034X10° Pa) 30 min, 
65°CHEF 


2) & RNA 的 抽 提 


(1) 96 孔 板 中 每 孔 加 入 50 pl TRIzol 试剂 ，4 孔 并 一 管 ， 置 25C 5 min. 

(2) 加 入 40 凡 氯 仿 ， 剧 烈 振 划 15 s, B25°C, 3 min. 

(3) 4°C, 12 000 r/min 离心 20 min， 或 再 高 速 离心 10 min, 

(4) 取 上 层 水 相 ， 加 入 等 量 异 两 醇 ， 混 匀 ， 室 温 置 15 min, 

(5) 于 4C 以 12 000 r/min 离心 20 min 后 ,用 1 ml75% 乙 醇 洗涤 沉淀 1 次 。 

(6) 弃 乙 醇 ， 吸 尽管 壁 残留 液体 ， 室 温 晾 二 5 min, 

(7) 每 管 加 入 20 局 无 RNase 水 溶解 RNA (如果 不 好 溶解 ， 可 以 65C 水 浴 
10 min), —70°C#FA. 


18.3.5 用 M-MuLV 反 转 录 酶 进行 第 一 链 cDNA 合成 


实验 步骤 根据 酶 的 说 明 书 进行 操作 。 
CL) 在 无 菌 管 中 加 入 以 下 样品 : 


总 RNA 8 ul 

oligo dT23 VN 引物 (50 mmol/L) 2 pl 
dNTP 混合 物 (2.5 mmol/L) 4 pl 
KH RNase 的 水 2 pl 

总 体积 16 pl 


(2) 70C 加 热 5 min， 短 暂 离 心 后 置 于 冰 上 。 
(3) 混合 以 下 样品 : 


步骤 (1) 的 RNA/ 引 物 /dNTP 16 pl 
10XRT RMR R 2 yl 
RNase 抑制 剂 1 ul 
M-MuLV 反 转 录 酶 1 yl 
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(4) 42C 温 育 1 h。 

(5) 95°C 5 min， 使 酶 失 活 。 

(6) 用 无 RNase 污染 的 水 将 反应 体系 稀释 到 50 pl, FL 2 pl 进行 实时 荧光 定 
量 PCR 扩 增 反应 。 


18.3.6 实时 荧光 定量 PCR 扩 增 Pactin Fe IFN-B 基因 
18.3.6.1 实时 荧光 定量 PCR 扩 增 Pactin 基因 


1) 按照 以 下 的 组 分 配制 PCR 反应 液 


SYBR Premix Ex Tag™ (2X) 10.0 pl 
PCR 正 向 引物 3 0.2 pl 

PCR 反 向 引物 4 0.2 pl 

DNA 模板 (cDNA/RNA 4) 2.0 pl 
DEPC 处 理 的 MilliQ 水 7.6 pl 

总 体积 20. 0 pl 


2) KRAZE PCR 反应 过 程 


95 5 2 mn—-> (95 see 10 s 62 OF 20 s— 72 ie 20 s) X40 4% 
循环 。 1 


IT8.3.6.2 实时 荧光 定量 PCR 定量 扩 增 IFN 基因 
PCR 反应 体系 和 反应 过 程 见 工 8. 3. 6. 1。 
18.4 实验 结果 
[8.4.1 siRNA 质粒 表达 载体 转 染 HEK293 细胞 


转 染 实验 的 目的 是 要 检测 所 设计 的 siRNA 能 否 诱发 IFN-8B。 为 了 能 够 知道 
siRNA 表达 质粒 载体 转 染 细胞 的 效率 ， 我 们 将 pPEGFP-N1 作为 对 照 ， 通 过 观察 
pEGFP-N1 在 细胞 中 表达 绿色 荧光 蛋白 的 情况 ， 判 断 整个 转 染 过 程 的 效率 。 

从 转 染 后 细胞 的 照片 〈 图 4) 可 以 看 到 ， 大 部 分 细胞 是 存活 的 。HEK293 细 
胞 耐 受 Lipofectamin™ 2000 的 能 力 比 较 强 ， 相 对 来 说 ， 在 用 Lipofectamin™ 
2000 作为 HEK293 细胞 转 染 试剂 时 ， 适 当 延 长 转 染 时 间 ， 可 以 得 到 较 好 的 转 染 
效果 。 

从 图 5 可 以 看 到 pEGFP-N1 转 染 细胞 后 ， 绿 色 荧 光 和 蛋白 表 达 情 况 很 好 ， 说 
明 整 个 实验 过 程 中 质粒 转 染 效率 较 好 ， 能 保证 后 续 实 验 结果 的 可 能 性 及 可 靠 性 。 
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图 4 转 染 后 细胞 的 普通 照片 图 5 PEGFP-N1 转 染 细胞 的 表达 图 片 


18.4.2 实时 英 光 定量 PCR 对 Bactzz Fe IFN-B 的 测定 
18.4.2.1 实时 荧光 定量 PCR  Pactin 的 测定 


在 本 实验 中 ， 为 了 横向 比较 所 设计 的 各 个 siRNA BHA IFN-B 的 情况 ， 我 们 
也 利用 各 个 样品 Bactzz 的 表达 量 作为 总 RNA 量 的 指 征 。 

在 RT-PCR 的 结果 (图 6 和 表 1) 中 ， 可 以 看 到 各 个 样品 Bactin 的 表达 量 
差别 很 大 。 图 表 中 ct 值 是 衡量 目标 基因 表达 量 的 主要 指标 ， 在 PCR 仪 汇集 了 所 
有 样品 的 PCR 结果 后 ， 自 动 地 划 出 一 个 获 光 量 域 值 ， 达 到 这 个 域 值 的 ct (cycle 
threshold) 值 越 小 ， 则 表明 样品 的 起 始 量 越 高 ， 反 之 亦 反 。 从 表 1 可 以 看 到 ， 扒 
带 针 对 Lac Z 基因 的 siRNA 质粒 表达 载体 所 转 染 的 细胞 中 抽出 的 总 RNA 量 是 
最 高 的 。 
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图 6 各 个 样品 siRNA 转 染 细 胞 后 actin 的 实时 荧光 定量 PCR 曲线 图 
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表 1 各 个 样品 siRNA 转 染 细胞 后 Pactin 的 实时 荧光 定量 PCR 的 et 值 
ct (A 


样品 编号 


Aol 
A02 
A03 
A04 
A05 
A06 
A07 
A08 
A09 
Al0 
All 


YE: AO] 为 空白 细胞 对 照 : A02 为 3D1 siRNA; A03 为 3D2 siRNA; A04 为 3D3 siRNA; A05 为 pU6 
质粒 对 照 ; A06 为 针对 LacZ 的 siRNA; Ao7 为 POL siRNA; A08 为 21-nt siRNA; A09 为 63-nt siRNA; 
Al0 为 单纯 LipofectaminIM 2000 对 照 ; All 为 poly (1: C) 对 照 。 


从 融 解 曲线 图 〈 图 7) 中 ， 可 以 看 到 有 一 个 很 明显 的 主峰 ， 并 且 每 条 曲线 的 
主峰 位 置 大 概 是 一 致 的 ， 说 明 整 个 PCR 产生 的 条 带 相 对 来 说 很 单一 ， 主 要 为 我 
们 想 要 得 到 的 Bactiz 的 PCR 产物 ， 从 而 保证 自 ct 值得 到 总 RNA 量 的 结果 是 可 


信和 的 。 
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图 7 Bractin 实时 荧光 定量 PCR 产物 的 融 解 曲线 


在 本 实验 中 ， 我 们 是 利用 poly (1? C) 对 照样 品 的 总 RNA 进行 10 倍 梯度 
稀释 来 做 标准 曲线 。 从 标准 曲线 图 〈 图 8) 中 可 以 看 到 ， 整 个 PCR 过 程 是 有 效 


。 204 。 
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ee 


| 平稳 的 ， 也 保证 了 我 们 结果 的 可 信 度 。 


correlation coefficient:0.997 slope: —3.450 intercept: 18.519 Y=—3.450X+18.519 
PCR efficiency:94.9% 


4 -3 —2 -1 0 1 
log starting quantity,copy number 


图 8 Bactin 基因 实时 荧光 定量 PCR 标准 曲线 


18.4.2.2 实时 荧光 定量 PCR IFNP 的 测定 


siRNA 能 够 诱发 哺乳 动物 细胞 的 IFN-o 和 IFN-@ 等 工 型 干扰 素 的 产生 ， 但 
一 般 认 为 ，siRNA 是 通过 TLR7 诱发 下 游 的 IFJNra 的 产生 ， 而 对 于 HEK293 细 
胞 来 说 ， 自 身 几 乎 不 表达 TLR7， 所 以 现在 本 实验 中 ， 我 们 检测 的 是 IFN-B。 

从 实时 荧光 定量 PCR 的 结果 CAO 和 表 2) 中 ， 可 以 看 到 针对 FMDV 的 
3D 基因 的 3D3 siRNA 的 ct 值 是 最 小 的 ， 这 说 明 3D3 siRNA 样品 诱发 IFN-B 的 
能 力 是 最 强 的 ， 这 是 未 经 过 B-actin 校正 过 的 绝对 值 ， 要 想得到 相对 准确 的 IFN- 
B 诱 发 情况 ， 必 须 与 对 应 样品 的 B-actin 量 相 比 较 。 
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图 9 各 个 样品 siRNA 转 染 细胞 后 IFN-B AS SEINE Bt PCR 曲线 图 


205 。 


#2 各 个 样品 siRNA 转 染 细 胞 后 NB 的 PCR 的 et 值 


样品 编号 ct 值 
A01 29.1 
A02 FASE. 
A03 24. 8 
A04 ZA. 1 
A05 25. 8 
A06 21. 9 
A07 20.10 
A08& 2301 
AO9 24.0 
Al0 PAS ea f 
All 220 I 


YE: AO] 为 空白 细胞 对 照 ， A02 为 3D1 siRNA; A03 为 3D2 siRNA; A044 3D3 siRNA; A05 为 pU6 
质粒 对 照 ; A06 为 针对 LacZ 的 siRNA;，Ao7 为 POL siRNA; A08 为 21-nt siRNA; A09 为 63-nt siRNA; 
Al0 为 单纯 LipofectaminIM 2000 对 照 ; All 为 poly (1: C) 对 照 。 
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图 10 实时 荧光 定量 PCR 产物 IFNrB 的 融 解 曲线 


在 图 10 融 解 曲线 中 ， 可 以 看 到 3D3 样品 相对 来 说 主峰 两 侧 偏 高 ， 除 此 以 
外 ， 其 他 样品 的 主峰 还 是 很 单一 的 。 其 实 PCR 仪 是 自动 汇总 所 有 样品 的 PCR 结 
果 ， 由 于 从 ct 值 上 可 以 看 到 样品 3D3 比 起 其 他 样品 诱发 的 IFN-B 量 要 大 很 多 ， 
为 了 保证 在 作 图 时 候 的 平衡 ，3D3 的 融 解 曲线 也 比 其 他 样品 要 高 ， 但 可 以 看 出 来 
的 是 各 个 样品 融 解 曲线 的 峰 大 体位 置 还 是 一 致 的 。 

在 IFN-B 的 实时 荧光 定量 PCR 实验 中 ， 我 们 同样 是 利用 poly (1+ C) 对 照 
样品 的 总 RNA 进行 10 倍 梯度 稀释 来 做 标准 曲线 。 从 标准 曲线 图 CA) 11) 中 可 
以 看 出 ， 整 个 实时 荧光 定量 PCR 过 程 是 有 效 平稳 的 ， 从 而 保证 了 结果 的 可 信和 度 。 
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correlation coefficient:0.998 slope:—3.389 intercept:21.666 Y=—3.389X+21.666 
PCR efficiency:97.3% e standards 


二 -3 —2 一 1 0 1 
Log Starting Quantity,copy number 


图 11 IFENr8B 的 实时 荧光 定量 PCR 标准 曲线 


表 3 是 各 个 样品 IN-B 和 B-actin ct 值 的 比 对 结果 ， 由 于 ct 值 越 低 则 样品 的 
浓度 越 高 ， 所 以 样品 IFN-B 和 B-actin ct 值 的 比 越 低 ， 则 样品 诱发 IFN-B 的 能 力 
越 高 。 为 了 更 准确 地 比较 各 个 样品 诱发 IFN-B 能 力 的 高 低 ， 可 以 通过 标准 曲线 方 
程 来 获得 各 个 样品 总 RNA 中 B-actin 和 IFN-8 mRNA 相对 于 标准 曲线 样品 的 浓 
度 值 ， 图 12 正 是 各 个 样品 下 N-8B 和 B-actin 相对 浓度 值 的 比值 图 示 ， 与 ct 值 比 对 
不 同 ， 相 对 浓度 比值 越 高 则 说 明 样 品 诱发 IFN-B 的 能 力 越 强 。 


表 3 各 个 样品 IN-B 和 actin 的 et 值 以 及 两 者 比 对 


编号 B-actin (ct) IFN-8 (ct) IFN-8/f-actin 
空白 19. 9 29.1 1. 46 
3D1 19.4 25.3 13 
3D2 16.1 24. 8 1.54 
3D3 18. 8 214 i. iz 
pU6 19.7 25. 8 lel 
LacZ 15. 4 21.9 1. 42 
Pol 19.6 25.0 1. 28 
21-nt 18.5 Zde lt O25 
63-nt Zl. 2 24.0 et 
Lip 19.8 25:0 1. 30 
poly (I: C) 20. 8 22.21 1. 06 


从 表 3 和 图 12 中 ， 可 以 看 出 poly (1: C) 作为 IFN-8 的 强烈 诱导 剂 ， 的 确 
能 够 诱发 IFN-B 的 大 量 表达 ， 同 时 ， 能 够 确信 的 是 各 个 双 链 RNA 对 IFN-B 的 诱 
导 能 力 是 不 同 的 ， 其 中 3D3 siRNA 和 63-nt siRNA 的 诱导 能 力 是 相当 明显 的 ， 
和 poly (1: C) 没有 太 明 显 的 区 别 。3D2 siRNA 以 及 LacZ 几乎 不 能 诱发 IFN-B 
的 产生 ， 它 们 的 ct 值 比 对 及 相对 浓度 比 和 细胞 空白 对 照 是 没有 区 别 。 并 且 一 个 
有 趣 的 现象 是 ， 与 以 前 认为 只 有 双 链 RNA 足够 长 才能 诱发 IFN 产生 的 观点 不 
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相对 浓度 比值 
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图 12 各 个 样品 IFN-B All B-actin 的 相对 浓度 比值 


同 ， 在 本 实验 中 ， 我 们 既 利 用 了 长 的 dsRNA 又 用 了 较 短 的 siRNA， 结 果 发 现 不 
是 所 有 的 长 片段 dsRNA 都 能 强烈 诱发 IFN-B， 如 LacZ。 而 有 些 短 siRNA 的 确 
能 明显 的 诱发 IFN 的 产生 ， 如 3D3 siRNA。 那 么 质粒 表达 载体 的 作用 呢 ? 由 于 
所 有 的 siRNA 都 是 克隆 到 了 同一 个 载体 pPU6 ， 似 乎 质粒 载体 因素 对 所 有 的 质粒 
都 是 相同 的 ， 并 且 用 pU6 做 对 照 来 看 ， 它 并 不 能 强烈 地 诱发 IFN-B， 同 样 的 ， 
siRNA Xf IFN-8 的 诱发 也 不 是 Lipofectaminz 2000 的 原因 。 此 外 ， 本 实验 中 用 
到 的 21-nt siRNA 在 序列 上 和 63-nt siRNA 有 部 分 重 至 ， 但 其 对 IFN-B 的 诱发 能 
力 却 没有 63-nt siRNA 强 。Pol 与 3D3 siRNA HH ERIE, WARMER 
IFN-B 的 表达 ， 能 力 却 不 一 样 ， 似 乎 siRNA AR IFN 是 存在 序列 依赖 性 的 。 

从 本 实验 中 ， 得 到 以 下 三 点 结论 : 

a. 发 现 siRNA 能 够 诱发 哺乳 动物 细胞 产生 干扰 素 。 

b. siRNA 对 干扰 素 的 诱发 与 其 片段 的 长 短 没有 关系 。 

c. SiRNA 对 干扰 素 的 诱发 似乎 与 其 序列 存在 一 定 的 相关 性 。 


18.5 实验 发 现 


2001 年 Tuschl 和 他 的 同事 司 发 现 ， 人 工 合 成 的 21 一 23 nt 模拟 Dicer 酶 切割 
dsRNA 产生 的 siRNA 一 样 能 在 哺乳 动物 细胞 中 诱发 RNAi， 由 于 整个 合成 和 反 
应 过 程 中 排除 了 dsRNA 的 参与 ， 人 们 认为 利用 siRNA 也 能 有 效 地 排除 伴随 
RNAi 的 干扰 素 系统 诱发 ， 以 及 非特 异性 基因 表达 沉默 。 现 在 siRNA 已 经 成 为 
基因 功能 研究 和 病毒 防御 研究 中 常用 的 工具 。 然 而 自 2002 年 有 研究 表明 ，19 一 
23 nt 长 的 siRNA 能 够 诱发 哺乳 动物 细胞 的 干扰 素 免 疫 系统 ， 此 后 关于 siRNA 
是 否 能 引发 非特 异性 沉默 反应 的 争论 就 没有 停止 过 。 

我 们 的 实验 结果 发 现 ，19 nt 长 的 针对 FMDYV 3D 基因 的 3D3 siRNA 能 够 强 
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中 
| 
用 烈 诱发 IFN-8 的 产生 ， 与 此 同时 针对 3D 基因 的 3D1 和 3D2 siRNA 却 不 能 有 效 
| 地 诱发 IFN-B。 还 发 现 片段 较 长 的 dsRNA, 63nt 的 dsRNA 也 能 强烈 地 诱发 
IFEN-B 的 产生 ， 而 针对 Pol 基因 的 dsRNA 也 能 在 一 定 程度 上 导致 下 N-B 的 激活 ， 
然而 针对 LacZ 的 dsRNA 却 完全 没有 这 种 非特 异性 免疫 系统 激活 效应 。 在 以 往 
的 研究 报道 中 ， 人 们 对 于 dsRNA 的 非特 异性 基因 沉默 没有 争议 ， 似 乎 干扰 素 的 
| 产生 与 双 链 RNA 片段 的 长 短 有 关 。 而 在 我 们 的 实验 中 ， 针 对 LacZ 的 长 片段 
dsRNA 和 3D3 siRNA 相 比 ， 其 IFN-8 的 诱发 能 力 几 乎 为 零 。 所 以 似乎 存在 这 样 
一 个 可 能 的 解释 ， 对 于 双 链 RNA 来 说 ， 其 能 诱发 干扰 素 系 统 与 否 取决 于 自身 可 
能 存在 的 空间 或 者 序列 结构 域 ， 而 对 于 长 片段 的 dSRNA 来 说 ， 由 于 其 序列 比较 
长 ， 存 在 这 样 的 结构 域 的 可 能 性 比较 大 ， 而 较 小 片段 的 siRNA 则 往往 缺失 这 样 
的 结构 域 。 但 在 本 实验 中 ， 对 于 LacZ 的 dsRNA 和 3D3 siRNA 来 说 ， 也 许 
dsRNA 就 缺少 这 样 的 结构 域 ， 而 3D3 siRNA 可 能 恰好 包含 有 这 样 的 结构 域 。 
对 于 siRNA 能 和 否 诱发 哺乳 动物 的 干扰 素 天 然 免 疫 系统 来 说 ， 在 不 同 的 研究 
中 有 不 同 的 思考 。 在 基因 功能 研究 中 ， 为 了 更 有 效 地 研究 特定 基因 沉默 表达 对 生 
物 的 表征 影响 ， 我 们 在 设计 siRNA 的 时 候 当 然 希 望 能 够 尽 可 能 地 去 除 其 非特 异 
性 沉默 作用 ， 以 防止 所 有 非特 异 mRNA 表达 沉默 现象 的 干扰 。 而 在 siRNA 抗 病 
毒 感染 机 制 研 究 中 ， 当 然 高 效 的 RNAi 是 所 希望 能 达到 的 。 如 果 所 设计 的 
siRNA 能 够 起 到 非特 异性 的 哺乳 动物 细胞 的 干扰 素 天 然 免 疫 系统 的 激活 ， 那 么 
在 特异 性 抑制 目的 基因 表达 的 同时 ， 还 能 够 调动 机 体 的 广泛 的 干扰 素 抗 病毒 机 
制 ， 从 而 达到 更 好 的 抗 病毒 效果 。 
关于 哪些 siRNA 能 够 诱发 干扰 素 系统 的 研究 对 siRNA 最 终 走向 实际 应 用 有 
很 大 的 指导 意义 。 研 究 表明 ，siRNA 主要 是 通过 TLR 家 族 受 体 的 介 导 以 及 PKR 
的 激活 来 诱发 干扰 素 的 表达 。 我 们 的 实验 细胞 是 HEK-293， 其 本 身 几 乎 不 表达 
TLR7 这 个 siRNA 的 重要 受 体 ， 所 以 对 于 3D1 siRNA、3D2 siRNA， 甚 至 针对 
LacZ 基因 的 dsRNA 来 说 ， 虽 然 没 有 看 到 其 诱发 IFN-B 的 能 力 ， 也 不 能 排除 它 
们 可 能 通过 TLR7 的 介 导 来 诱发 IFN-o 的 产生 。Veit Hornung 等 的 已 经 在 研究 
中 发 现 了 siRNA 上 一 个 能 够 识别 TLR7 激活 INra 产 生 的 7 nt 的 序列 结构 域 ， 
通过 比 对 ， 我 们 没有 发 现 3D1 siRNA、3D2 siRNA 和 针对 LacZ 基因 的 dsRNA 
上 含有 这 样 的 序列 。 但 不 可 否认 的 是 关于 什么 结构 域 能 够 诱发 干扰 素 天 然 免疫 系 
统 的 活化 ， 人 们 并 没有 统一 的 认识 ， 也 许 同 时 存在 好 几 种 机 制 ， 除 了 序列 ， 还 有 
空间 构 型 、RNA 分 子 的 修饰 、 转 染 方式 、 细 胞 类 型 、siRNA 的 载体 等 都 有 可 能 
参与 其 中 。 这 就 更 要 求 我 们 在 使 用 siRNA 这 个 工具 的 时 候 应 更 加 谨慎 。 
另外 一 个 值得 思考 的 问题 是 ， 与 TLR7 识别 单 链 RNA 不 同 ，TLR3 识别 的 
是 双 链 RNA，PKR 也 是 被 双 链 RNA 激活 ， 而 在 同时 我 们 知道 ，siRNA 还 会 进 
A RISC 对 与 之 匹配 的 mRNA 进行 剪 切 。 研 究 表明 ，RNAi 和 IFN 的 诱发 是 两 
个 独立 的 过 程 ， 从 TLR7 介 导 的 IFNr-a 产 生 中 就 可 以 看 到 ， 正 义 链 进入 RISC 进 
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行 RNAi 过 程 ， 反 义 链 可 以 被 TLR7 识别 诱发 IFN 的 产生 。 而 对 于 TLR3 和 
PKR 来 说 ， 理 论 上 一 旦 siRNA 的 反 义 链 进 入 RISC 后 ， 其 游离 出 来 的 反 义 链 将 
不 能 被 TLR3 识别 也 不 能 激活 PKR， 似 乎 两 个 独立 的 过 程 有 竞争 SIRNA WH 
A, Ab siRNA 究竟 是 更 倾向 于 进入 哪个 途径 还 没有 相关 的 研究 报道 ， 那 么 对 于 
想 让 siRNA 具有 的 RNAi 和 干扰 素 诱 发 两 个 特征 都 得 到 很 好 发 挥 的 似乎 更 倾向 
于 那些 通过 TLR7 诱发 IFN-a 的 siRNA, 24 siRNA 的 正义 链 进 入 RISC 后 ， 反 
义 链 是 被 RNA 酶 剪 切 掉 的 ， 如 果 这 是 事实 ， 那 么 对 于 TLR7 识别 的 siRNA 来 
说 也 将 面 对 两 个 过 程 的 竞争 。 

我 们 研究 发 现在 抗 FMDV fy siRNA 中 的 确 能 够 强烈 诱发 IFN-B， 对 于 3D1、 
3D2 和 3D3 siRNA 来 说 ， 我 们 并 不 知道 它们 的 抗 病毒 效果 如 何 ， 在 浓度 为 
2 pg/ 则 的 情况 下 ， 它 们 的 抗 病毒 效果 是 和 它们 诱发 IFN-B 的 能 力 成 正比 还 是 反 
比 呢 ? 对 于 21-nt siRNA 和 63-nt siRNA 来 说 ， 它 们 有 比较 好 的 抗 病毒 效果 ， 同 
时 虽然 比 不 上 3D3 siRNA， 还 是 能 较 好 的 诱发 IFN-B 的 ， 在 它们 抗 病毒 的 过 程 
中 ， 究 竟 是 特异 性 的 靶 基因 干扰 还 是 非特 异 的 下 N-B 的 诱发 起 了 主要 作用 呢 ? 还 
有 如 果 在 同样 的 RNAi 效果 前 提 下 ，3D3 siRNA 一 定 比 21-nt siRNA 和 63-nt 
siRNA 诱发 FFN-B 的 能 力 强 吗 ? RNAi 和 干扰 素 天 然 免 疫 系统 的 诱发 这 两 个 被 认 
为 独立 的 过 程 真 的 存在 竞争 机 制 吗 ? 这 还 有 待 于 我 们 深入 研究 。 
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9 siRNA 抑制 SARS-CoV 在 HEK 293T 
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9.1 引言 


2002~2003 年 ， 在 我 国 广东 省 暴发 的 严重 急性 呼吸 综合 征 (SARS) 在 数 月 
内 迅速 扩散 至 全 国 24 个 省 区 及 全 球 30 STARA, ZH 8000 例 患 者 ， 其 症状 主要 
表现 为 弥散 性 肺泡 损伤 和 严重 急性 其 中 近 900 患者 死亡 。 其 病原 体 SARS 冠状 病 
毒 (SARS-CoV)， 是 有 包 膜 的 单 正 链 RNA 病毒 ， 基 因 组 长 约 30 kb， 主 要 编码 
四 种 结构 蛋白 ， 即 刺 突 蛋 白 (S). BREA CE). REA 〈M) ABKTEA 
(Nol, ABH. BAY ORF3a 和 ORF7a 蛋白 也 属于 结构 蛋白 四。 其 
中 M 蛋白 由 221 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 含 一 个 短 的 胞 外 结构 域 CN 端 第 1 一 14 位 
残 基 )、 三 个 跨 膜 区 (第 15~37, 50~72 和 77 一 99 位 残 基 ) 和 一 个 由 121 FA 
基 酸 残 基 组 成 的 C 末端 胞 内 结构 域 5:。 。 进 化 分 析 显 示 该 病毒 属于 第 2 组 冠状 病 
毒 %'5。 到 目前 为 止 ， 尚 无 有 效 的 疫苗 或 特异 的 抗 病毒 药物 问世 。 

RNA 干扰 RNAi 是 双 链 RNA (dsRNA) 分 子 通过 序列 特异 性 剪 切 相关 
RNA 转录 物 以 沉默 靶 蛋 白 表达 的 过 程 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ，siRNA 可 在 转录 、 
转录 后 、 翻 译 水 平 ， 通 过 组 蛋白 H3 甲 基 化 、 异 染色 质 形 成 、 靶 RNA 降解 、3 - 
非 翻译 区 CUTR) 翻译 阻 断 等 多 种 方式 沉默 基因 的 表达 5 。 近 年 来 ，RNAi 已 
成 为 基因 功能 和 药物 设计 研究 的 强 有 力 的 工具 ， 并 且 用 于 重要 病毒 性 传染 病 、 肿 
瘤 、 代 谢 异 常 等 多 种 疾病 的 防治 研究 5 。RNAi 不 仅 为 研究 病毒 和 宿主 细胞 间 
的 相互 作用 提供 了 一 个 有 用 的 工具 ， 同 时 为 抗 病毒 感染 的 防治 提供 了 一 种 新 的 防 
御 策 略 。 

SARS-CoV， 作 为 一 种 RNA 病毒 ， 我 们 运用 RNAi 策略 研究 其 生物 功能 和 
防治 具有 重要 意义 。 有 报道 可 以 通过 不 同 的 方法 合成 靶 向 SARS-CoV FE K BK 
或 基因 的 siRNA/shRNA (short hairpin RNA)。 例 如 ， 靶 向 RNA 依赖 的 RNA 
RA HE CRDRP). Sak N 基因 的 RNase III 特异 的 sRNA， 可 特异 降解 哺乳 动 
物 细胞 中 的 SARS-CoV mRNA “8), Apt Aye fa] NO9 或 RDRP 05] 基因 的 shR- 
NA， 可 抑制 目标 蛋白 的 表达 ， 而 且 后 者 能 大 大 降低 SARS-CoV 在 Vero-E6 细胞 
中 吹 斑 形成 能 力 。 划 向 正 、M 和 基因 5 ， 导 肽 ，3-UTR 或 S 基因 吕 2 ~ 芭 的 
siRNA 均 能 特异 且 有 效 地 抑制 这 些 间 基 因 的 表达 。 靶 向 RDRP "7 、 导 肽 C8 
或 非 结 构 蛋 白 1 (NSP1) 的 质粒 来 源 的 siRNA 不 仅 能 特异 抑制 目标 蛋白 的 表 
达 ， 还 能 抑制 SARS-CoV 在 体外 培养 的 Vero E6 细胞 中 的 复制 与 增殖 2 。 由 此 
可 见 ， 这 些 基 因 特 异 的 siRNA/shRNA 可 降低 SARS-CoV 亚 基 因 组 的 合成 及 相 
应 的 蛋白 质 表 达 。 因 此 ， 从 SARS-CoV 基因 组 中 筛选 更 多 特异 且 有 效 的 siRNA 
可 以 为 后 期 SARS 防治 方案 的 研发 商定 基础 。 

SARS-CoV M 蛋白 是 病毒 最 丰富 的 膜 糖 蛋白 ， 并 通过 与 S 和 N 蛋白 及 M-M 
蛋白 相互 作用 参与 病毒 装配 和 出 芽 过 程 池 5 ， 正 因为 M 蛋白 在 病毒 生活 周期 中 
具有 关键 作用 ， 本 课题 拟 设 计 并 筛选 可 有 效 抑 制 M 蛋白 表达 的 特异 siRNA， 为 
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探索 治疗 SARS-CoV 病毒 感染 提供 实验 依据 。 

本 研究 中 ， 我 们 首先 确定 了 SARS-CoV M 蛋白 在 哺乳 动物 细胞 中 的 亚 细 胞 
定位 ， 接 着 在 体外 转录 出 SIRNA 后 ， 导 和 表达 SARS-CoV M 蛋白 的 哺乳 动物 细 
胞 ， 观 察 其 抑制 效果 。 结 果 表 明 ，M 蛋白 主要 定位 在 细胞 高 尔 基 体 细 胞 器 中 。 
#0 |e] SARS-CoV M 基因 的 siRNA 通过 降解 其 mRNA， 从 而 有 效 且 特异 抑制 M 
基因 的 复制 与 表达 。 


9.2 实验 材料 
9.2.1 ERK 


Escherichia coli DH5a 为 实验 室 保 存 。 根 据 已 知 的 SARS-CoV 基因 组 序列 
(GenBank 号 AY278554) 合成 M 基 因 (长 663 bp, 对 应 于 26 383~27 048 bp), 
然后 克隆 到 pMD-18T 载体 中 ， 重 组 真 核 表 达 质 粒 pEGFP-M 由 复旦 大 学 遗传 工 
程 国 家 重点 实验 室 构建 。 特 异 定 位 于 哺乳 动物 细胞 高 尔 基 体 的 质粒 Golgi/pD- 
sRed-N1， 由 北京 放射 医学 研究 所 沈从文 教授 惠 赠 。 用 于 siRNA 转录 的 DNA 模 
板 〈 长 29 bp). T7 启动 子 引物 模板 、M 基因 及 GAPDH 扩 增 引物 均 由 上 海 博 亚 
生物 技术 有 限 公司 〈 现 改名 为 Invitrogen) 合成 。 真 核 表达 载体 pEGFP-N1 为 
Clontech 产品 ;质粒 抽 提 和 纯化 试剂 盒 为 QIAGEN 产品 DMEM 为 Sigma 产 
mas 胎 牛 血清 为 Gibco 产品 ;L- 谷 氮 酰 腕 和 RNAex id Fi] A _L tit 4B Se ih 
链 霉 素 (streptomycin) 和 青霉素 〈penicilln) 为 北京 易 国 产品 ; Lipofectami- 
ne™2000 为 Invitrogen 产品 ; T7 体外 转录 试剂 盒 为 Promega 产品 ; dNTP 混 
449. Klenow 片段 、 无 RNase 的 DNase I、Sl1 核酸 酶 、AMV 反 转 录 酶 和 
SYBR Green 工 为 TaKaRa ~* fh; + —%¢ 3 GPR EA (Sodium dodecyl sulfate, 
SDS), Tween-20 和 过 硫酸 铵 为 Promega 产品 ; FA tf BBE AR A FR OS BE AK 
为 MBI 产 品 ; 预 染 的 蛋白 质 分 子 质 量 marker 4 Fermentas 产品 ; 硝酸 纤维 素 膜 
为 Amersham 产品 ; $t-GFP 鼠 单 克 隆 抗体 为 Santa Cruz 产品 ; 抗 -GAPDH 鼠 单 
克隆 抗体 为 上 海 康成 产品 ; 碱 性 磷酸 酶 标记 的 羊 抗 鼠 IgG 、BCIP 和 NBT 为 华 
美 产品 ; 紫外 分 光 光 度 计 (Bio-Photometer ) 4 Eppendort 产品 。 


9.2.2 常用 试剂 及 缓冲 液 配 制 


(1) LB 液 体 培养 基 : FREE ARK 10.0 g、 酵 母 提 取 物 5.0 g、NaCl 10.0 g， 
溶 于 900 ml 7k, FA5 mol/L NaOH 调节 pH 至 7.0， 定 容 至 1 L，0.1 MPa 高 压 
灭 菌 20 min。 

(2) 琼脂 固体 培养 基 配 制 LB 液体 培养 基 ， 加 入 1.5% Cm/V) 琼脂 ， 
0.1 MPa 高 压 灭 菌 20 min， 无 菌 状态 下 铺 制 平板 。 

(3) DMEM 培养 基 : DMEM 10.0 g、HEPES 2.0 g、NaHCO; 1.5g, @F 
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900 ml 双 蒸 水 ， 调 pH 至 7.4， 定 容 至 1 站 ， 正 压 过 滤 除 菌 ， 分 装 保存 于 一 20YC 。 

(4) PBS 缓冲 液 : NaCl 8.0 g,. KCl 0.2 g. Na,HPO, 1.44 g, KH,PO, 
0.24 g, YF 900 ml WH, pH 47.4, CABAL, AERO. 1 MPa 高 压 
Ki 20 min, (RAFF 4°C. 

(5) 1% 胰 酶 : 胰 蛋 白 酶 0.5 g、PBS 50 ml， 在 4C 深 胀 过 夜 ， 过 滤 除 菌 ， 分 
RAFF — 20°C. 

(6) 0.5%EDTA: EDTA 0.5 g, PBS 100 ml, 0.1 MPa B/E XM 20 min, 
保存 于 4C。 

(7) 消化 液 : 1% 胰 蛋白 酶 10 mil, 0.5%EDTA 10 ml, PBS 180 ml， 保 存 于 
a. 

(8) 细胞 裂解 液 : 50 mmol/L Tris-Cl (pH 8.0), 150 mmol/L NaCl, 0.02% 
BARA. 1% Triton X-100, 1 pg/ml 蛋白 酶 抑制 剂 、100 pg/ml PMSF (SR ARR 
加 ) 。 

《9) 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 电泳 缓冲 液 。 

4X 积 层 胶 缓 冲 液 : Tris-Cl 6.06 g、10% (m/V) SDS 4 ml ， 去 离子 水 溶解 
定 容 至 100 ml 〈 用 12 mol/L 盐酸 调 至 pH 6. 8) 。 

4X 分 离 胶 缓冲 液 : Tris-Cl 18.17 g、10% SDS 4 ml， 去 离子 水 溶解 定 容 至 
100 ml (FA 12 mol/L 盐酸 调 至 pH 8. 8) 。 

2XSDS 样品 缓冲 液 : 50% 甘 油 2.0 ml, RAE 0. 25 mg、10%SDS 2.0 ml, 
4 义 浓缩 胶 缓 冲 液 2.5 ml, PREC 2.0 ml， 加 去 离子 水 定 容 至 10 ml, We 
后 保存 于 4YC 。 

10X 电 泳 缓冲 液 (pH 8.3): Tris-Cl 15 g、SDS 5 g、 甘 氢 酸 72 g， 去 离子 水 
溶解 定 容 至 500 ml， 用 时 10 倍 稀释 。 

(10) 30 为 聚 丙烯 酰 胺 溶液 : 丙烯 酰胺 29 g、 双 丙烯 酰胺 CN. N'A 
烯 酰胺 ) 1 g， 去 离子 水 溶解 并 定 容 至 100 ml， 滤 去 不 溶 物 ， 装 人 棕色 瓶 于 45C 
保存 。 

C11) 10%% 过 硫酸 铵 : 称 取 1 g 过 硫酸 铵 溶 于 9 ml 双 蒸 水 ， 定 容 至 10 ml, 
RUE A 

(12) 10% 4} BRE: WEEK 2.2 ml, 30% KER YK 1.7 ml、4X 分 离 胶 缓 冲 
液 1.3 ml, 10% AP 78 pl, TEMED 4 pl, ROEHL. 

5%% 浓 缩 胶 : WARK 1 ml, 30% KER YK 300 由 、4 义 浓缩 胶 缓 冲 液 444 yl, 
10% AP 28 pl, TEMED 5 pl, JRE Hi. 

(13) 染色 液 : 考 马 斯 亮 蓝 R250 1.25 g. FARE 227 ml、 冰 乙酸 46 ml, HW 
蒸 水 227 ml, RTE. 

脱色 液 : 甲醇 : 冰 乙 酸 : 水 比例 (V/V/V) 为 4.5:1:4.5。 

(14) 电 转 移 缓冲 液 (pH 8.8): 甘氨酸 15 g、Tris 3.025 g、 甲 醇 200 ml, 
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浴 解 后 用 去 离子 水 定 容 至 1000 ml, “CRE. 
(15) 10XTBS: Tris 12. 1 g、NaCl 40 g， 加 去 离子 水 约 400 ml, WMI 四 
浓 HCl 调 至 pH 7.6， 定 容 500 ml， 用 时 稀释 10 HF. | 
(16) 1X TBS/T: 取 50 ml 10XITBS 和 0.5 ml Tween-20， 用 去 离子 水 定 容 
#500 ml， 室 温 放 置 。 
(17) 封闭 液 : 12.5 g 脱脂 奶粉 、25 ml 10XTBS、0. 25 ml Tween-20， 用 双 
车 水 定 容 至 250 il， 保存 于 一 20?C 。 
(18) 一 抗 稀释 液 : 取 1 g BSA、2 ml 10XTBS、20 pl Tween-20, FA RLZE7K 
定 容 至 20 ml， 混 匀 后 分 装 保存 于 一 20C 。 
(19) TSM1;: 3% 50 ml 1 mol/L Tris-Cl (pH 8.0). 10 ml 5 mol/L NaCl 
5 ml 1 mol/L MgCl, 混 匀 后 用 去 离子 水 定 容 至 500 ml， 室 温 放置 。 
(20) TSM2; 3250 ml 1 mol/L Tris-Cl (pH 9.5). 10 ml 5 mol/L NaCl 和 
25 ml 1 mol/L MgCl, 混 匀 后 用 去 离子 水 定 容 至 500 ml， 室 温 放 置 。 
(21) 10 mol/L NaOH yk: 称 取 NaOH (分 析 纯 ， 相 对 分 子 质 量 为 40) 80 g, 
先 用 160 ml 双 蒸 水 溶解 后 再 定 容 至 200 ml, 
(22) 10%% 甘 油 : 量 取 甘 油 50 ml 加 双 营 水 混 匀 后 定 容 至 500 ml，0.1 MPa 
高 压 灭 菌 20 min， 置 室温 备用 。 


9.3 实验 方法 
9.3.1 质粒 的 制备 
9.3.1.1 质粒 的 转化 


1) 制备 感受 态 DH5au 


C1) 用 甘油 冻 存 菌 DH50 涂 划 琼脂 培养 平板 ，37 人 过 夜 。 

(2) 挑 单 菌落 至 3 ml LB, 37°CHeHEHEF 12 bh. 

(3) Hx 30 pl AYERS 3 ml LB，37'"C 振 摇 培 养 2. 5 h。 

(4) 试管 置 冰 水 浴 2 min， 转 移 至 1.5 ml 离心 管 ，10 000 r/min， 离 心 
1 min, 

(5) FEW, M1 ml 预 冷 的 0.1 mol/L CaCl, 重 悬 细菌 沉淀 ， 置 冰 水 浴 
40 min, 

(6) 10 000 r/min, Bt) 1 min, #F EHF, DM 300 pl HAA O. 1 mol/L CaCl, 
重 悬 细菌 沉淀 ， 置 于 4C ， 过 夜 。 


2) 质粒 转化 至 感受 态 细菌 CDH5a) 


(1) 取 质 粒 0. 5 pl, BF 100 pl 感受 态 DH5a， 冰 水 浴 40 min, 
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(2) 42°C PUK 90 s， 立 即 冰 浴 5 min， 加 200 pl LB，37'C 振 摇 培 养 45 min, 
(3) 涂 布 Km" 琼脂 培养 平板 ，37 尼 培养 过 夜 。 次 日 平板 上 长 出 光滑 菌落 。 


9.3.1.2 小 量 制备 质粒 DNA (用 QILAprep Spin Miniprep Kit 制备 质粒 DNA) 


(1) 挑 单 菌落 ， 接 种 至 3 ml Km+ LB，37'"C 振 播 培养 过 夜 。 

(2) 培养 物 转移 至 1. 5 ml 离心 管 ，12 000 r/min， 离 心 50 s。 

(3) 吸 弃 上 清 ， 沉 淀 中 加 250 pl 缓冲 液 P1 ， 振 蔓 器 上 重 悬 沉淀 。 

(4) 加 250 pl 试剂 盒 缓 冲 液 P2， 轻 轻 颠 倒 混 匀 4 一 6 次， 室温 放置 2 一 
5 min, 

(5) 加 350 则 试剂 盒 缓 冲 液 N3， 轻 轻 颠 倒 混 勾 4~6 次 ，13 000 rmin， 离 
心 10 min, 

(6) 将 上 层 液体 转移 至 质粒 抽 提 柱 中 ， 静 置 1 min, 

(7) 13 000 r/min， 离 心 30~60 s， 弃 滤液 。 

(8) 加 500 pl 试剂 盒 缓 冲 液 PB 至 柱 中 ，13 000 r/min, Bt» 30 一 60 s， 弃 
滤液 。 

(9) 加 750 pl 试剂 盒 缓 冲 液 PE 至 柱 中 ，13 000 r/min, Bly 30 一 60 s, F 
滤液 。 

(10) 再 13 000 r/min， 离 心 2 min 以 去 除 剩 余 洗 液 。 

(11) 将 纯化 柱 放 和 人 一 干净 的 无 菌 1.5 ml 离心 管 中 , 加 50 pl 缓冲 液 EB 
(DNA 洗 脱 液 ，10 mmol/L Tris-Cl, pH 8.5) 于 柱 中 膜 中 央 ， 静 置 1 min, 
13 000 r/min， 离 心 2 min, 

(12) 用 紫外 分 光 光 度 计 测定 质粒 的 浓度 ， 然 后 将 质粒 溶液 保存 于 一 20"C， 
备用 。 


9.3.2 细胞 培养 


将 HEK 293T 细胞 培养 在 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 液 中 于 37°C, 
5%~7% CO 饱和 湿度 的 培养 箱 培 养 ， 且 细胞 培养 液 中 添加 1 mmol/L 的 L-* 
氨 酰 腕 、100 pg/ml 的 链 霉 素 和 100 U/ml 的 青霉素 。 


9.3.3 体外 转录 siRNA 


根据 Ambion 公司 网 上 提供 的 专门 用 于 设计 siRNA WE, BITE RE 
因 SARS-CoV M 基因 特异 的 siRNA。 先 合成 这 些 siRNA 对 应 的 正 、 反 义 链 
DNA 模板 〈 表 1) ， 包 括 阴 性 对 照 无 关 siRNA“), PA PEXT BR EGFP-siRNAED 、 
SARS-CoV M-siRNA fil T7 启动 子 引物 模板 。T7 RNA 聚合 酶 催化 的 siRNA 的 
合成 方法 见 文献 [28] 。 

将 合成 的 DNA TE. Se MEE SER RRA T7 启动 子 引 物 模 板 用 无 菌 水 溶 
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解 至 终 浓 度 100 pmolML， 取 3 pl DNA SRR CERI MEE ARR 
分 开 进 行 ) 和 3 pl T7 启动 子 引 物 模 板 混 合 ， 于 95C 变性 2 min 后 立即 冰 浴 
2 min, 其 中 加 入 2 pl 10 X Klenow 缓冲 液 ，6 pl dNTP 混合 物 (10 pmol/L), 4 
ul FORK BEN 7K A 2 pl Exo-Klenow fi (2~5 U/pl, TaKaRa), ¥ 37°C 水浴 30 
min, AX 6 pl 上 述 杂 交 液 ， 加 入 4 pl SXT7 反应 缓冲 液 ，6 pl rNTPIRAH (25 
mmol/L), 2 岂 无 核 酶 的 水 和 2 pl T7 RNA 聚合 酶 (Promega) ， 总 体积 为 20 
中， 于 37 水 浴 2 h 后 将 正 、 反 义 链 的 转录 体系 混合 于 一 管 〈 总 体积 为 40 pb, 
于 37C 水 浴 过 夜 。 用 紫外 分 光 光 度 计 检 测 上 述 反 应 管 中 的 dsRNA 浓度 。 然 后 用 
终 浓度 为 10 U/pg Al 1 U/pe WY S1 核酸 酶 和 了 RNasefree DNase 工分 别处 理 样 品 
以 降解 其 中 的 ssRNA 和 dsDNA， 并 用 2% 琼 脂 糖 胶 电 泳 检 测 所 合成 的 siRNA. 


表 1 靶 向 SARS-CoV M 基 因 的 siRNA DNA 模板 序列 


目标 基因 序列 
T7 启动 子 5'-TAATACGACTCACTATAG GAGACAGG-3' 
EGFP-siRNA 反 向 引物 : 5'-AAGCTGACCCTGAAGTTCATC CCTGTCTC-3’ 
正 向 引物 : 5-AAGATGAACTTCAGGGTCAGC CCTGTCTC-3/ 
scramble siRNA 反 向 引物 : 5-AACAAGTCTCGTATGTAGTGG CCTGTCTC-3’ 


正 向 引物 5'-AACCACTACATACGAGACTTG CCTGTCTC-3’ 


M-siRNA1 反 向 引物 : 5'-AACGGTACTATTACCGTTGAG CCTGTCTC-3’ 
正 向 引物 : 5-AACTCAACGGTAATAGTACCG CCTGTCTC-3' 
M-siRNA2 反 向 引物 : 5'-AACTCCTGGAACAATGGAACC CCTGTCTC-3’ 
正 向 引物 : 5-AAGGTTCCATTGTTCCAGGAG CCTGTCTC-3’ 
M-siRNA3 反 向 引物 : 5'-AACGACAATATTGCTTTGCTA CCTGTCTC-3’ 


正 向 引物 : 5'-AATAGCAAAGCAATATTGTCG CCTGTCTC-3’ 
注 : 每 个 siRNA 的 DNA 模板 序列 中 下 画 线 部 分 〈8 个 核 苷 酸 ) 是 与 T7 启动 子 引 物 模 板 中 相应 序列 
互补 。MsiRNA1、MPsiRNA2 和 M-siRNA3 分 别 靶 向 SARS-CoV M 基因 的 第 10~28 位 核 苷 酸 、 第 41 一 
59 (KH RAIA 637 一 655 TKR. 


加 入 等 体积 的 TE 饱和 苯酚 : 氯仿 : 异 戊 醇 〈25 : 2421, V/V/V), FONE 
名 ， 高 速 离心 (13 000 r/min, 10 min) ， 小 心 取 上 层 OK) 至 另 一 微量 离心 管 
中 。 加 入 等 体积 的 氯仿 URE 〈24 : 1，V/V) ， 充 分 混 匀 ， 高 速 离心 (13 000 
r/min, 10 min) ， 小 心 取 上 层 OkKAD 至 另 一 微量 离心 管 中 。 加 2. 5 倍 体积 的 无 
水 乙醇 和 0. 1 倍 体积 的 乙酸 钠 (PH 5.2) IBY. wk 30 一 60 min。 高 速 离心 
(13 000 r/min, 10 min)， 弃 上 清 ， 用 1 ml 70% 乙 醇 洗涤 沉淀 ， 自 然 干 燥 。 用 适 
量 的 DEPC 处 理 水 溶解 ， 立 即使 用 或 保存 于 一 70C。 纯 化 后 的 siRNA 用 紫外 分 
光 光 度 计 测定 浓度 ， 并 用 2%% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 以 检测 其 完整 性 和 纯度 。 
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9.3.4 细胞 转 染 


转 染 前 一 天 ， 用 消化 液 消化 并 收集 细胞 ， 以 0.5X10 ~2 X 10° 4A / FL 
度 平 铺 HEK 293T 细胞 于 24 孔 板 ， 加 500 pl 无 双 抗 的 DMEM 生长 培养 基 ， 于 
含 5% 一 7% CO 的 恒温 培养 箱 孵 育 20 一 24 h， 转 染 时 细胞 应 达到 907% ~95 HW 
汇合 度 。 根 据 操作 手册 将 0. 8 pg 的 质粒 DNA (pEGFP-M, Golgi/pDsRed-N1) 
或 siRNA 45 Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, CA, USA) 混合 ， 用 来 转 染 黏附 
的 HEK 293T 细胞 。 将 细胞 置 于 含 CO;: 的 37C 恒 温 培 养 箱 孵 育 24 一 48 h 以 使 基 
因 表达 ， 可 借助 荧光 显微镜 观察 所 转 染 细胞 中 M-EGFP 和 Golgi-RED 表达 的 
9.3.5 SARS-CoV M 有 蛋白 的 定位 


将 共 转 染 细胞 接种 于 盖 玻 片上 ， 培 养 24 一 48 h， 先 用 普通 菊 光 显微镜 
(Olympus CK40, Japan ) 观察 M-EGFP (绿色 ) 和 Golgi-Red (红色 ) 在 共 转 染 
细胞 中 的 表达 情况 。 转 染 后 48 h， 用 磷酸 缓冲 液 (PBS) 洗 吸 附 于 盖 玻 片上 的 细 
胞 共 三 次 ， 用 4% FREE 4C 固 定 20~30 min， 再 用 PBS 洗 三 次 ， 甘 油封 片 ， 保 
存 于 40C 或 直接 进行 共聚 焦 菊 光 显 微 镜 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH) 
Ah, FORE BETES. Hie M 蛋白 的 定位 。 


9.3.6 荧光 观察 和 流 式 细胞 仪 分 析 


通过 荧光 显微镜 观察 转 染 后 24 h、48 h、72 h 和 96 h, M-EGFP 重组 蛋白 
在 细胞 中 的 表达 情况 。 取 转 染 后 48 h 的 细胞 ,用 0. 25%% 的 胰 酶 消化 ， 用 PBS Yt 
两 次 后 重 悬 于 PBS 中 ， 用 流 式 细胞 仪 (Becton Dickinson FACScan, emission, 
507 nm; excitation, 488 nm) 检测 M-EGFP 重组 蛋白 的 表达 。 以 未 转 染 的 HEK 
293T 细胞 作为 对 照 ， 用 CellQuest 软件 对 样品 〈 每 个 样品 大 约 有 10° 个 细胞 ) 进 
行 计 数 和 分 析 ， 算 出 高 于 对 照 细 胞 荧光 密度 的 细胞 群体 的 百分比 和 该 群体 的 平均 
荧光 强度 。 


9.3.7 ¥2£3 RT-PCR 和 实时 英 光 定量 PCR 


转 染 后 48 h， 用 RNAex 试剂 提取 细胞 总 RNA， 然 后 用 无 RNA 酶 的 
DNaseI 消 化 残留 的 基因 组 DNA， 用 苯酚 、 和 氯仿 抽 提 法 进一步 纯化 RNA. 
1 ng 纯化 后 的 RNA， 加 入 oligo(CdT)15、AMV 反 转 录 酶 和 反应 缓冲 液 ， 根 
据 操 作 手 册 上 推荐 的 方法 进行 反 转 录 ， 合 成 cDNA 模板 。 以 未 反 转 录 的 
RNA 作为 模板 阴性 对 照 ， 所 用 的 SARS-CoV M 基因 的 引物 分 别 为 5"-TTG- 
GTGCTGTGATCATTCGT-3' ”( 正 向 引物 ) 和 5'-AAAGCGTTCGTGATG- 
TAGCC-3 〈 反 向 引物 )， 实 时 荧光 定量 PCR 反应 条 件 : 94°C 变性 55 si; 

2 Za = 


56°CRHE 55 s; 72C 延 伸 60 s， 扩 增 20 个 循环 。 同 时 采用 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 
i (GAPDH, GenBank 获得 号 BC013310) 基因 作为 内 标 ， 所 用 的 PCR 
引物 为 (3TGGGCTACACTGAGCACCAG-Y (iE 1] 3| %) #1 5'-AAGTG- | 
GTCGTTGAGGGCAAT-3' (1 5|9). PCR 反应 条 件 为 : 94C 变 性 50 s; 
60°C HE 30 s; 72°C KEfH 30 s，25 个 循环 。 

FA SYBR (r) Premix Ex Tag™ 4 #1) dE SEN et EB PCR 实验 ， 所 用 
的 仪器 为 罗氏 的 Lightcycler， 操 作 方 法 见 参考 文献 L28] 。 取 2 pl KARR 
产物 作为 模板 ， 分 别 用 目的 基因 和 内 标 基 因 CAPD 互 引物 扩 增 ， 每 管 的 反应 
KAA: 


2X SYBR 10 pl 
正 向 引物 (10 pmol/L) 0.4 yl 
反 向 引物 (10 pmol/L) 0.4 pl 
cDNA 模板 2 pl 
双 蒸 水 7. 2 pol 
总 体积 20 pl 


扩 增 程序 是 : 第 一 步 ， 预 变性 95°C 10 s, 1 个 循环 ;第 二 步 ，PCR 反应 
95°C 5s; 60° 20 s 共 40 个 循环 ; 第 三 步 ， 融 解 曲线 分 析 。 

本 实验 中 采用 24 人 5 法 进行 SARS-CoV M 基因 的 相对 定量 5 吗 ] 。 即 利用 单独 
转 染 质粒 组 的 cDNA 作 10 倍 梯度 稀释 〈 稀 释 范 围 为 100 一 10“) 的 样品 做 出 标 
准 曲 线 ， 由 此 确定 各 共 转 染 SIRNA 组 所 用 的 稀释 度 ， 同 时 测 得 各 组 样品 的 Ct 
值 ， 然 后 采用 22 相对 定量 公式 ， 经 内 标 基 因 GAPDH 的 内 均一 化 处 理 后 即 可 
算出 共 转 染 siRNA 组 样品 相对 于 单独 转 染 质粒 组 样品 的 表达 量 。 


9.3.8 有 蛋白 免疫 印迹 


收集 转 染 的 细胞 〈 一 般 为 转 染 后 48h) 至 1.5 ml 离心 管 ， 离 心 后 弃 去 培养 
液 ， 用 1% SDS 裂解 细胞 ， 加 适量 的 2 义 样 品 缓冲 液 混合 ， 100C 者 5 min， Bb 
1 min。 样 品 用 10% SDS-PAGE 进行 分 离 总 和 蛋白， 然后 电 转 至 硝酸 纤维 素 膜 上 ， 
用 含 5%% 脱 脂 奶粉 对 非特 异性 的 结合 位 点 进行 封闭 ， 与 一 抗 在 4C 作 用 过 夜 。 所 
用 的 一 抗 分 别 为 : 抗 -GFP 的 鼠 单 克 隆 抗 体 〈SantaCruz，1 : 500 稀释 ) 和 抗 - 
GAPDH 的 鼠 单 克隆 抗体 〈 康 成 公司 ， 上 海 ，1 : 5000 稀释 ) 。 充 分 洗 膜 ， 与 二 
抗 碱 性 磷酸 酶 标记 的 羊 抗 鼠 IgG 作用 后 ， 洗 膜 ， 用 BCIP/NBT 底 物 显 色 。 
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9.4.1 SARS-CoV M 有 蛋白 在 培养 细胞 中 的 表达 和 定位 


SARS-CoV M 基因 克隆 到 pEGFP-N1 载体 的 EGFP 基因 下 游 ， 构 建 M- 
EGFP 重组 蛋白 表达 质粒 ， 然 后 将 其 转 染 HEK 293T 细胞 ，48 h 后 ， 观 察 发 现 
绿色 荧光 主要 分 布 在 细胞 质 中 ， 且 浓缩 呈 点 状 分 布 〈 图 1) ， 说 明 M-EGFP 重组 
蛋白 定位 于 特定 的 细胞 器 上 。 已 有 报道 称 可 以 从 哺乳 动物 细胞 高 尔 基 体 上 检测 到 
某 些 冠状 病毒 的 M 蛋白 。 因 此 ， 我 们 将 pPEGFP-M 质粒 与 Golgi/Red-N 质粒 共 
转 染 HEK 293T 细胞 ， 用 4%% 甲 醛 固 定 后 ， 用 共聚 焦 效 光 显 微 镜 观察 并 进行 图 像 
丢 加 分 析 ， 结 果 显 示 ，M-EGFP 重组 蛋白 与 高 尔 基 体 标 记 有 蛋白 共 定 位 于 高 尔 基 
体 上 (图 1) ， 这 与 之 前 的 报道 5 一致， 提示 SARS-CoV M 蛋白 具有 高 尔 基体 定 
位 信号 ， 并 在 此 进行 蛋白 质 修 饰 ， 如 糖 基 化 等 。 

Golgi/pDsRed-N1 merge 
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图 1 M-EGFP fil Golgi-DsRed 蛋白 在 HEK 293T 细胞 中 的 亚 细 胞 共 定 
位 。 将 pEGFP-M 和 Golgi/pDsRed-N1 共 转 染 HEK 293T 细胞 ， 在 转 染 
后 48h， 将 细胞 固定 后 采用 共聚 焦 显 微 镜 分 析 


9.4.2 SIRNA 的 体外 转录 


为 了 沉默 SARS-CoV M 蛋白 的 表达 ， 我 们 采用 体外 转录 法 合成 特异 的 
siRNA。 用 T7 RNA 聚合 酶 对 正 反 义 链 SIRNA 模板 〈 表 1) 分 别 进行 转录 ， 然 后 
复 性 形成 双 链 的 siRNA (参见 9.2 和 9. 3)。 用 单 链 特 异 的 核 酶 〈S1 核 酶 ) 和 无 
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RNase 的 DNase 工分 别 消化 dsRNA 的 5 前 导 序 
列 和 残留 的 DNA 模板 ， 进 一 步 纯 化 后 获得 完整 
的 21 nt AY siRNA (图 2)。 


9.4.3 siRNA 抑制 M 基 因 的 转录 


用 半 定 量 RT-PCR 来 检测 共 转 染 siRNA 的 | > ot Ee 
细胞 中 SARS-CoV M 基因 的 RNA 水 平 。 结 果 显 
示 ， 与 单独 转 染 质 粒 组 〈 图 3A， 上 面 一 排 ， 第 3 区 ” HYPER SIRNA Sekt 
二 f 1 和 完整 性 
PKI FALL, J£4¢3% EGFP-siRNA, M-siRNA1.’, gopp ges py RNA; 2. FESER 
M-siRNA2 和 M-siRNA3 实验 组 M 基因 mRNA .iRNA; 3. SARS-CoV M-siRNA1; 
水 平 显 著 降 低 CA 3A， 上 面 一 排 ， 第 4、6、7 和 4. SARS-CoV M-siRNA2; 5. SARS- 
8 泳 道 ) ， 而 阴性 对 照 无 关 siRNA 组 M 基因 mR- Coe 
NA 含量 未 受 影 响 CA 3A， 上 面 一 排 ， 第 5 泳 道 )， 但 各 实验 组 中 内 标 基 因 
GAPDH ff} mRNA JCF A552] 〈 图 3A， 下 面 一 排 ) 。 为 更 精确 定量 SARS- 
CoV M 基因 RNA 水 平 的 变化 ， 我 们 进行 实时 定量 PCR。 将 单独 转 染 质粒 组 的 
cDNA 作 梯 度 稀 释 ， 绘 制 相对 标准 曲线 ， 对 每 个 稀释 度 的 样品 ， 用 M 和 CAP- 
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图 3 SARS-CoV M 基因 的 mRNA 表达 水 平 在 特异 SIRNA 转 染 的 HEK 293T 细胞 
中 降低 
A. 采用 RT-PCR 分 析 显 示 M 基 因 的 mRNA 在 siRNA 共 转 染 细胞 中 的 降解 情况 。 图 中 显示 M 基 
因 特 异 的 及 其 内 标 参照 GAPDH 的 RT-PCR 产物 ，B. 采用 实时 定量 PCR 检测 每 个 样本 中 M 基因 
和 GAPDH RNA 含量 ， 结 果 显 示 在 siRNA 转 染 的 HEK 293T 细胞 中 的 SARS-CoV M mRNA 相 
对 于 单独 转 染 pEGFP-M 的 细胞 中 的 mRNA 的 百分比 ， 采 用 2 人 AcI 相 对 定量 法 ， 每 个 实验 
均 重 复 至 少 三 次 ， 数 据 取 平均 值 ， 误 差 线 代表 平均 值 的 标准 误 
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DH 基因 特异 的 引物 进行 PCR 扩 增 以 保证 靶 基 因 和 内 标 基 因 的 扩 增 效率 一 致 。 
采用 2 相对 定量 法 对 各 实验 组 进行 内 标 基 因 的 内 均一 化 处 理 后 ， 以 单独 转 染 
质粒 组 为 参照 ， 分 析 共 转 染 siRNA 各 组 中 SARS-CoV M 基因 的 相对 表达 水 平 ， 
结果 显示 ， 共 转 染 M-siRNA1, M-siRNA2 和 M-siRNA3 的 实验 组 中 ，SARS- 
CoV M 基 因 的 mRNA 分 别 下 降 了 45、56 和 52 倍 ， 阳 性 对 照 EGFP-siRNA 共 转 
染 组 ，M 基因 的 mRNA 水平 下 降 了 28 倍 ， 而 阴性 对 照 无 关 siRNA 共 转 染 组 无 
显著 变化 (A 3B). 


9.4.4 siRNA 抑制 SARS-CoV M 蛋白 的 表达 


为 了 确定 siRNA 能 否 有 效 地 抑制 SARS-CoV M 糖 和 蛋白 的 表达 ， 我 们 首先 用 
荧光 显微镜 观察 pEGFP-M 和 (或 ) 不 同 siRNA 共 转 染 细 胞 中 的 荧光 情况 。 转 
染 48 小 时 后 的 结果 如 图 4 所 示 ， 与 单独 转 染 质粒 组 相 比 ， 转 染 阳性 对 照 EGFP- 
siRNA 的 细胞 中 只 能 观察 到 很 弱 的 绿色 效 光 (图 4 第 1 排 B)，SARS-CoV M- 
siRNA1, M-siRNA2 和 M-siRNA3 转 染 组 细胞 中 的 荧光 也 较 弱 CN 4 SS 3 HE DY 
正和 下 ) ， 而 无 关 对 照 siRNA 组 与 单独 转 染 PEGFP-M 质粒 组 的 获 光 强度 无 明显 
区 别 (图 4 第 1 排 A 和 C)， 图 中 下 面 一 排 是 普通 光学 显微镜 下 相应 的 视野 。 - 

为 进一步 说 明 M-siRNA 对 M-EGFP 重组 蛋白 表达 的 抑制 作用 ， 我 们 以 未 转 
染 的 HEK 293T 细胞 作 空 白 对 照 ， 用 流 式 细胞 仪 检 测 各 实验 组 中 发 绿色 荧光 的 
细胞 数 及 平均 荧光 强度 ， 用 CellQuest 软件 进行 定量 分 析 。 如 图 5 所 示 ， 与 单独 
转 染 pEGFP-M 的 细胞 相 比 ， 共 转 染 无 关 siRNA 的 细胞 中 MEGFP 的 表达 没有 
明显 减少 ， 而 共 转 染 EGFP-siRNA 组 中 荧光 细胞 数量 的 百分比 和 平均 荧光 密度 
分 别 下 降 1. 9 倍 和 4. 3 倍 ， 共 转 染 M-siRNA1, M-siRNA2 Ail M-siRNA3 组 的 莹 
光 细 胞 数量 的 百分比 和 平均 荧光 密度 分 别 下 降 约 1.5 倍 和 3.0 倍 、1.9 倍 和 3.7 
倍 、2.2 倍 和 5. 0 倍 。 该 结果 与 图 4 中 的 荧光 照片 结果 相 吻 合 。 

用 蛋白 免疫 印迹 实验 检测 未 转 染 及 转 染 siRNA 的 HEK 293T 细胞 中 重组 蛋 
HA M-EGFP 的 表达 水 平 。 结 果 显 示 ， 与 单独 转 染 pEGFP-M 的 细胞 相 比 ， 共 转 
Ye EGFP-siRNA, M-siRNA1, M-siRNA2 2% M-siRNA3 的 细胞 中 ，M-EGFP 重 
组 蛋白 表达 明显 减少 ， 而 共 转 染 无 关 对 照 siRNA 的 细胞 中 MEGFP 表达 量 无 明 
显 变化 〈 图 6 EAD; 各 siRNA 均 不 影响 内 标 GAPDH 的 表达 〈 图 6 下 排 ) (8 
得 一 提 的 是 ， 在 共 转 染 M-siRNA1, M-siRNA2 或 MrsiRNA3 的 细胞 中 M-EG- 
FP 重组 蛋白 的 表达 略 有 不 同 ， 即 M-siRNA3 抑制 M-EGFP 重组 蛋白 表达 的 效果 
要 优 于 MrsiRNA1 和 MsiRNA2， 这 与 图 4 和 图 5 中 的 数据 一 致 。 因 此 ， 从 这 些 
数据 中 可 以 看 出 ，SARS-CoV M 特异 的 siRNA 主要 是 通过 阻 断 mRNA 的 累积 
来 沉默 SARS-CoV M 蛋白 在 培养 细胞 中 的 表达 。 


图 4 siRNA 抑制 M-EGFP 在 HEK 293T 细胞 内 的 表达 效应 
在 HEK 293T 细胞 中 ，A. 单独 转 染 pEGFP-M; B. pEGFP-M 和 EGFP-siR- 
NA 共 转 染 ，C.，pPEGFP-M 和 无 关 siRNA 共 转 染 ，D，pEGFP-M 和 M-siR- 
NA1 共 转 染 ， 正 _pEGFP-M 和 M-siRNA2 共 转 染 ，F.pEGFP-M 和 M-siR- 
NA3 共 转 染 细 胞 。 第 1，3 排 代表 转 染 后 48h 的 细胞 荧光 图 像 ， 第 2，4 HEAR 
表 同 一 视野 中 细胞 的 光 镜 图 像 。 结 果 siRNA 特异 性 抑制 M-EGFP 融合 蛋白 的 
表达 经 三 次 独立 的 实验 所 验证 


95 实验 发 现 


RNAi 现象 广泛 存在 于 生物 界 中 ， 包 括 真菌 、 植 物 、 酵 母 、 哺 乳 动物 等 ， 它 
是 生物 进化 过 程 中 的 一 种 保守 机 制 ， 其 本 质 是 SIRNA 分 子 特异 性 剪 切 与 之 序列 
完全 匹配 的 mRNA 转录 物 以 沉默 靶 蛋 白 的 表达 。 利 用 此 现象 而 发 展 起 来 的 
RNAi 技术 ， 具 有 操作 简单 、 作 用 迅速 、 效 率 高 且 特 异性 强 等 优点 ， 在 第 1 一 7 
章 已 讨论 目前 已 被 用 于 HIV, HBV, HCV 等 多 种 重要 病毒 性 传染 病 的 抗 病毒 感 
染 研究 中 。 研 究 结果 表明 ， 不 管 是 RNA 病毒 还 是 DNA 病毒 ，siRNA 能 有 效 特 
。 226 。 


异 抑制 病毒 在 哺乳 动物 细胞 或 小 动物 模型 中 的 复制 与 增殖 ， 具 有 良好 的 抗 病毒 感 


染 效 果 。 
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图 5 M-EGFP 在 HEK 293T 细 胞 中 表达 的 流 式 细胞 仪 分 析 
1 到 ?7 依次 显示 : 1 对照 HEK 293T 细胞 ，2 单独 转 染 pEGFP-M, 3 pEGFP-M 和 
EGFP siRNA 共 转 染 ，4 pEGFP-M 和 无 关 siRNA 共 转 染 ，5 pEGFP-M 和 M- 
siRNA1,M-siRNA2, M-siRNA3 共 转 染 细胞 的 检测 结果 。 在 转 染 后 48h, 用 流 式 细 
胞 仪 分 析 EGFP 的 表达 。 计 算 超 过 对 照 细胞 中 的 荧光 强度 和 平均 荧光 强度 的 细胞 
数 的 百分比 ， 实 验 结 果 表 示 三 次 独立 实验 的 平均 值 


6 siRNA 抑制 M-EGFP 蛋白 在 HEK 293T 细胞 中 的 表达 
采用 GFP 和 GAPDH 特异 性 抗体 ， 对 单独 转 染 pEGFP-M RHI siRNA 的 
HEK 293T 细胞 中 的 蛋白 质 进行 Western 印迹 ， 用 GAPDH 作为 上 样 参 照 
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作为 一 重大 病毒 性 传染 病 的 病原 体 ，SARS-CoV 自 2003 年 首次 被 鉴定 以 
来 ， 一 直 受 到 广大 科研 人 员 的 关注 ， 但 目前 还 没有 安全 有 效 的 药物 或 疫苗 。 由 于 
RNAi 技术 在 抗 病毒 感染 中 的 广泛 应 用 ， 研 究 人 员 对 siRNA 在 SARS 预防 与 治 
疗 中 的 应 用 作 了 一 些 尝试 : 靶 向 SARS-CoV Aa] KR 〈 如 前 导 序 列 、3 -UTR、 
非 结 构 基 因 、 结 构 基 因 ) 的 siRNA (体外 合成 ) 或 shRNA (以 载体 为 基础 )， 
不 管 是 体外 还 是 体内 实验 ， 均 取得 了 令 人 满意 的 效果 。 

鉴于 SARS-CoV M 蛋白 在 整个 病毒 生活 周期 中 ， 尤 其 是 在 病毒 装配 和 出 芽 
过 程 中 起 了 关键 作用 ， 我 们 认为 它 也 是 抗 SARS 药物 和 疫苗 研究 的 一 个 重要 葛 
标 ， 因 而 成 为 本 研究 的 主要 对 象 。 首 先 ， 我 们 将 PEGFP-M 重组 表达 质粒 导入 
HEK 293T 细胞 时 ， 发 现 表 达 的 M-EGFP 重组 蛋白 在 细胞 中 呈 浓 缩 的 “点 状 ” 
分 布 〈 图 1) 。 接 着 用 共有 聚焦 显微镜 观察 ， 并 采用 图 像 到 加 法 ， 发 现 MEGFP 重 
组 蛋白 主要 定位 在 高 尔 基 体 中 〈 图 1) ， 该 结果 与 以 前 的 报道 一 致 @ ， 提 示 该 蛋 
白 可 能 含 高 尔 基 体 定 位 信号 ， 其 三 个 路 膜 螺 旋 使 整个 M 蛋白 锚 定 于 膜 上 ， 与 腊 
能 紧密 结合 CE 。 有 研究 显示 ， 在 ER-Golgi 中 间 体 中 ， 由 M 蛋白 介 导 与 S、N、 
蛋白 进行 种 特异 性 的 相互 作用 ， 有 助 于 冠状 病毒 完成 病毒 组 装 5 。 令 人 感 兴 
趣 的 是 ， 当 我 们 将 PEGFP-M 质粒 和 全 长 的 SARS-CoV N 质粒 共 转 染 HEK 
293T 细胞 时 ， 发 现 绿色 荧光 显著 增强 ， 说 明 N 蛋白 能 促进 M 蛋白 的 表达 ， 但 
其 确 却 机 制 尚 不 清楚 ， 推 测 可 能 与 两 者 间 的 相互 作用 有 关 5- 2 。 

尽管 目前 已 有 多 种 方法 可 获得 siRNA, HIRAM. AOR. KA 
dsRNA & RNase II 类 (Ail Dicer 酶 ) 降解 体外 制备 SIRNA; 通过 siRNA 表达 
载体 或 病毒 载体 将 PCR 制备 的 siRNA 表达 框 在 细胞 中 表达 产生 5~5 ， 但 本 研 
究 中 ， 我 们 选用 T7 RNA 聚合 酶 体外 转录 法 ， 因 为 与 其 他 方法 相 比 ， 该 方法 更 
为 简便 ， 成 本 相对 低廉 ， 合 成 周期 得， 而 且 得 到 的 siRNA 毒性 小 ， 稳 定性 好 ， 
转 染 效率 高 。 我 们 采用 体外 转录 法 合成 了 三 个 靶 向 M 基因 两 末端 序列 的 siRNA, 
再 用 脂 质 体 转 染 法 将 这 些 siRNA 导入 细胞 ， 以 EGFP 为 报告 基因 ， 通 过 荧光 显 
微 镜 、RT-PCR、 实 时 定量 PCR 和 免疫 印迹 ， 分 别 从 RNA ASE KOR a OT 
siRNA 作用 效果 。 结 果 显 示 ， 与 阴性 对 照 无 关 siRNA #4, M-siRNA1, M- 
siRNA2 和 M-siRNA3 均 能 显著 抑制 SARS-CoV M 基因 的 转录 和 翻译 (图 6) , 表 
明 这 三 个 SARS-CoV M 基因 特异 的 siRNA 通过 降解 丢 mRNA 来 下 调 蛋白 的 表 
达 ，siRNA 诱 导 的 基因 沉默 作用 是 序列 特异 的 ， 且 基于 整个 可 读 框 ， 而 且 序 列 秽 
向 性 不 同 于 之 前 所 报道 的 SRNAI 。 我 们 发 现 siRNA 能 够 完全 抑制 SARS-CoV 
在 细胞 水 平 的 复制 与 表达 。 

由 于 siRNA 转 染 细胞 后 ， 大 多 数 将 被 降解 ， 不 能 发 挥 作用 ， 所 以 提高 siR- 
NA 在 细胞 内 的 稳定 性 和 半 训 期 非常 重要 。 例 如 ， 将 SIRNA 的 碱 基 末端 进行 2- 
O- 甲 基 化 和 2 - 氟 代 化 ， 可 以 显著 提高 siRNA 在 血清 中 的 稳定 性 ， 在 体外 实验 中 
的 效能 较 未 修饰 的 siRNA 高 出 500 F%4. LNA (locked nucleic acid) 是 一 种 
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RNA 样 的 高 亲和力 的 核酸 类 似 物 ， 能 增强 修饰 后 siRNA 的 生物 稳定 性 和 种 特 蜡 
性 ， 从 而 提高 基因 沉默 效果 ce 。 

RNAi 技术 的 体内 实验 已 取得 较 大 进展 ， 研 究 者 试图 对 siRNA 进行 一 些 合 
理 的 修饰 ， 以 提高 其 在 体内 应 用 的 有 效 性 、 持 久 性 及 稳定 性 。 例 如 ， 限 制 酶 制备 
的 siRNA 可 高 效 抑制 HBV 在 小 鼠 模型 中 的 复制 ;一些 经 过 特殊 设计 的 长 19 
~23 mt 的 siRNA 已 尝试 应 用 于 动物 模型 ， 包 括 靶 向 于 日 本 脑 炎 病 毒 c9 和 
HIV), kite siRNA 将 有 可 能 成 为 治疗 病毒 感染 效果 较 好 的 药物 。 此 外 ， 在 
SARS 方 面 的 体内 应 用 研究 已 取得 了 初步 效果 。 将 体外 合成 的 SARS-CoV 特异 
的 siRNA 以 三 种 不 同 剂量 ， 通 过 不 同 给 药方 式 在 狂 钦 SARS 模型 中 评估 其 安全 
性 和 有 效 性 。 结 果 显示 ， 特 异 的 siRNA 可 介 导 预防 性 和 治疗 性 抗 SARS 病毒 感 
染 ， 表 明 完全 有 希望 将 其 应 用 于 临床 研究 ， 并 且 可 减少 新 的 壮 向 治疗 药物 研发 的 
时 间 cs]。 因 此 ，RNAi 策略 可 能 成 为 防治 人 类 多 种 重要 病毒 性 传染 病 ， 包 括 
SARS-CoV 在 内 的 急 慢性 病毒 感染 的 一 种 有 效 手段 [中 ， 并 且 在 临床 治疗 中 具有 
广阔 的 应 用 前 景 。 


参考 文献 


1. Peiris JS, Lai ST, Poon LL, et al. 2003. SARS study group. Coronavirus as a possible cause of severe 
acute respiratory syndrome. Lancet, 361: 1319~1325 

2. Fouchier RA, Kuiken T, Schutten M, et al. 2003. Aetiology: Koch’s postulates fulfilled for SARS vi- 
rus. Nature, 423, 240 

3. Rota PA, Oberste MS, Monroe SS, et al. 2003. Characterization of a novel coronavirus associated with 
severe acute respiratory syndrome. Science, 300; 1394~1399 

4, Shen S, Lin PS, Chao YC, et al. 2005. The severe acute respiratory syndrome coronavirus 3a is a novel 
structural protein. Biochem Biophys Res Commun, 330; 286~292 

5. Voss D, Kern A, Traggiai E, et al. 2006. Characterization of severe acute respiratory syndrome corona- 
virus membrane protein. FEBS Lett, 580: 968~973 ’ 

6. Oostra M, De Haan CA, De Groot RJ, et al. 2006. Glycosylation of the severe acute respiratory syn- 
drome coronavirus triple-spanning membrane proteins 3a and M. J Virol, 80: 2326~2336 

7. Spaan WJM, Cavanagh D. 2004. Coronaviridae, virus taxonomy, VIIIth report of the ICTV. London: 
Elsevier-Academic Press: 945~962 

8. Bartlam M, Xue XY, Rao ZH. 2008. The research for a structural basis for therapeutic intervention 
against the SARS coronavirus. Acta Cryst, 64: 204~213 

9. Fire A, XuS, Montgomery MK, etal. 1998. Potent and specific genetic interference by double-stranded 
RNA in Caenorhabditis elegans. Nature, 391: 806~811 

10. Elbashir SM, Harborth J, Lendeckel W, et al. 2001. Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA in- 

terference in cultured mammalian cells. Nature, 411; 494~498 
11. Shi Y. 2003. Mammalian RNAi for the masses. Trends Genet, 19: 9~12 
12. Dy kxhoorn DM, Novina CD, Sharp PA. 2003. Killing the message short RNAs that silence gene ex- 
pression. Nature Reviews Mol Cell Biology, 4, 457~465 
13. Zhu XD, Dang Y, Feng Y, et al. 2004. RNase III-prepared short interfering RNAs induce degradation 


« 229 © 


14, 


15. 


16. 


1G, 


18. 


Re 


20. 


21. 


22. 


23. 


24, 


20. 


26. 


27, 


28. 


29. 


30. 


31. 


3 


33: 


of SARS-coronavirus mRNAs in human cells. Sheng Wu Gong Cheng Xue Bao, 20, 484~489 

Tao P, Zhang J, Tang N, et al. 2005. Potent and specific inhibition of SARS-CoV antigen expression by 
RNA interference. Chin Med J (Engl), 118, 714~719 

Lu A, Zhang H, Zhang X, et al. 2004. Attenuation of SARS coronavirus by a short hairpin RNA ex- 
pression plasmid targeting RNA-dependent RNA polymerase. Virology, 324, 84~89 

Shi Y, Yang DH, Xiong J, et al. 2005. Inhibition of genes expression of SARS coronavirus by synthetic 
small interfering RNAs. Cell Res Commun, 15, 193~200 

Wu CJ, Huang HW, Liu CY, et al. 2005. Inhibition of SRAS-CoV replication by siRNA. Antiviral 
Res, 65, 45~48 

Qin ZL, Zhao P, Zhang XL, et al. 2004. Silencing of SARS-CoV spike gene by small interfering RNA 
in HEK 293T cells. Biochem Biophys Res Commun, 324, 1186~1193 

Zhang Y, Li T, Fu L, et al. 2004. Silencing SARS-CoV spike protein expression in cultured cells by 
RNA interference. FEBS Lett, 560, 141~146 

Meng B, Lui YW, Meng S, et al. 2006. Identification of effective siRNA blocking the expression of 
SARS viral envelope E and RDRP genes. Mol Biotechnol, 33, 141~148 

Wang Z, Ren L, Zhao X, et al. 2004. Inhibition of severe acute respiratory syndrome virus replication 
by small interfering RNAs in mammalian cells. J Virol, 78, 7523~7527 

Li T, Zhang Y, Fu L, et al. 2005. siRNA targeting the leader sequence of SARS-CoV inhibits virus 
replication. Gene Ther, 12, 751~761 

Ni B, Shi X, LiY, et al. 2005. Inhibition of replication and infection of severe acute respiratory syn- 
drome-associated coronavirus with plasmid-mediated interference RNA. Antivir Ther, 10, 527~533 
Kuo L, Masters PS. 2002. Genetic evidence for a structural interaction between the carboxy termini of 
the membrane and nucleocapsid proteins of mouse hepatitis virus. J Virol, 76, 4987~4999 

He R, Leeson A, Ballantine M, et al. 2004. Characterization of protein-protein interactions between the 
nucleocapsid protein and membrane protein of the SARS coronavirus. Virus Res, 105, 121~125 
Wilson JA, Jayasena S, Khvorova A, et al. 2003. RNA interference blocks gene expression and RNA 
synthesis from hepatitis C replicons propagated in human liver cells. Proc Natl Acad Sci US A, 100, 
2783~2788 

Cao MM, Ren H, Pan X, et al. 2004. Inhibition of EGFP expression by siRNA in EGFP-stably ex- 
pressing Huh-7 cells. J Virol Methods, 119, 189~194 

Rajeevan MS, Vernon SD, Taysavang N, et al. 2001. Validation of array-based gene expression profiles 
by real-time (kinetic) RT-PCR. J Mol Diagn, 3: 26~31 

Livak KJ, Schmittgen TD. 2001. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative 
PCR and the 2 (-Delta Delta C (T)) Method. Methods, 25, 402~408 

Nal B, Chan C, Kien F, et al. 2005. Differential maturation and subcellular localization of severe acute 
respiratory syndrome coronavirus surface proteins S, M and E. J Gen Virol, 86, 1423~1434 
Klumperman J. Locker JK, Meijer A, et al. 1994. Coronavirus M proteins accumulate in the Golgi com- 
plex beyond the site of virion budding. J Virol, 68, 6523~6534 

Krijnse-Locker J, Ericsson M, Rottier PJ, et al. 1994. Characterization of the budding compartment of 
mouse hepatitis virus: evidence that transport from the RER to the Golgi complex requires only one ve- 
sicular transport step. J Cell Biol, 124; 55~70 

Donze O, Picard D. 2002. RNA interference in mammalian cells using siRNAs synthesized with T7 
RNA polymerase. Nucleic Acids Res, 30, e46 


230 。 


34. 


35. 


36. 


37, 


38. 


39: 


40. 


41, 


42, 


43, 


44, 


45, 


46. 


47. 


48, 


49, 


50. 


-Miyagishi M, Taira K. 2002. Development and application of siRNA expression vector. Nucleic Acids 


Res Suppl, 113~114 : 

Yang D, Buchholz F, Huang Z, et al. 2002. Short RNA duplexes produced by hydrolysis with Esche- 
richia coli RNase III mediate effective RNA interference in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci US A, 
99, 9942~9947 

Svoboda P, Stein P, Schultz RM. 2001. RNAi in mouse oocytes and preimplantation embryos: effec- 
tiveness of hairpin dsRNA. Biochem Biophys Res Commun, 87, 1099~1104 

Sui G, Soohoo C, Affarel B, et al. 2002. A DNA vector-based RNAi technology to suppress gene ex- 
pression in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci USA, 99, 5515~5520 

Lois C, Hong EJ, Pease S, et al. 2002. Germline transmission and tissue-specific expression of trans- 
genes delivered by lentiviral vectors. Science, 295, 868~872 

Rubinson DA, Dillon CP, Kwiatkowski AV, et al. 2003. A lentivirus-based system to functionally si- 
lence genes in primary mammalian cells, stem cells and transgenic mice by RNA interference. Nat Gen- 
et, 33, 401~406 

He ML, Zheng BJ, Chen Y, et al. 2006. Kinetics and synergistic effects of siRNAs targeting structural 
and replicase genes of SARS-associated coronavirus. FEBS Lett, 580, 2414~2420 

Allerson CR, Sioufi N, Jarres R, et al. 2005. Fully 2 -modified oligonucleotide duplexes with improved 
in vitro potency aaa stability compared to unmodified small interfering RNA. J Med Chem, 48: 
901~904 

Elmen J, Thonberg H, Ljungberg K, et al. 2005. Locked nucleic acid (LNA) mediated improvements 
in siRNA stability and functionality. Nucleic Acids Res, 33: 439~447 

Xuan B, Qian Z, Hong J, et al. 2006. EsiRNAs inhibit Hepatitis B virus replication in mice model more 
efficiently than synthesized siRNAs. Virus Res, 118, 150~155 

Murakami M, Ota T, Nukuzuma §, et al. 2005. Inhibitory effect of RNAi on Japanese encephalitis 
virus replication in vitro and in vivo. Microbiol Immunol, 49, 1047~1056 

Ping YH, Chu CY, Cao H, et al. 2004. Modulating HIV-1 replication by RNA interference directed 
against human transcription elongation factor SPT5. Retrovirology, 1, 46 

Li BJ, Tang Q, Cheng D, et al. 2005. Using siRNA in prophylactic and therapeutic regimens against 
SARS coronavirus in Rhesus macaque. Nat Med, 11, 944~951 

De Clercq E. 2006. Potential antivirals and antiviral strategies against SARS coronavirus infections. 
Expert Rev Anti Infect Ther, 4, 291~302 

Ketzinel-Gilad M, Shaul Y, Galun E. 2006. RNA interference for antiviral therapy. J Gene Med, 8: 
933~950 

Kuiken T, Fouchier RA, Schutten M, et al. 2003. Newly diSARS-CoVered coronavirus as the primary 
cause of severe acute respiratory syndrome. Lancet, 362, 263~270 

Ma Y, Chan CY, He ML. 2007. RNA interference and antiviral therapy. World Gastroenterol, 13: 
5169~5179 


° 231 * 


英文 缩写 
Ab 
Ag 


BCIP 
BHK-21 cell 
BSA 
CHB 
CPE 
DEPC 
dNTP 
dsDNA 
EDTA 
EGFP 
ELISA 
FMDV 
GAPDH 
HB 
HBeAg 
HBsAg 
HBV 
HCV 


HEK 293T cell 


HIV 
HGT 
IDso 
IFN 
IgG 


» Yoo 


ERR HT ia] 


英文 全 称 

antibody 

antigen 

alkaline phosphatase 

ammonium persulfate 

human adenovirus type 5 
5-bromo-4-chlori-3-indolyl-phosphate 
baby hamster kidney 21 cell 

bovine serum albumin 

chronic hepatitis B 

cytopathic effect 
diethypyrocarbonate 
deoxynucleotide triphosphate 
double-stranded DNA 
ethylenediaminotetraacetic acid 
enhanced green fluorescent protein 
enzyme-linked immunosorbent assay 
foot-and-mouth disease virus 
glyceraldehydes phosphate dehydrogenase 
hepatitis B 

hepatitis B e antigen 

hepatitis B surface antigen 

hepatitis B virus 

hepatitis C virus 

human embryonic kidney 293T cell 
human immunodeficiency virus 
horizontal gene transfer 

50% infective dose 

interferon 


immunoglobin G 


中 文 名 称 
抗体 

抗原 

碱 性 磷酸 酶 

过 硫酸 胺 

人 类 第 五 型 腺 病毒 
5- 省 -4- 氧 -3- 叫 唆 基 -磷酸 
幼 仓鼠 肾 细胞 

牛 血清 白 蛋 和 白 
慢性 乙 型 肝炎 
细胞 病理 学 效应 
焦 碳酸 二 乙 酯 
脱氧 三 磷酸 核 苷 
双 链 DNA 

乙 二 胺 四 乙酸 
增强 型 绿色 荧光 蛋白 
酶 联 免疫 吸附 测定 
口蹄疫 病毒 

To SEY eb RE be 
乙 型 肝炎 

乙 型 肝炎 e 抗 原 
乙 型 肝炎 表面 抗原 
乙 型 肝炎 病毒 
两 型 肝炎 病毒 

人 胚 肾 293T 细胞 
人 类 免疫 缺陷 病毒 
横向 基因 迁移 
半数 感染 剂量 
干扰 素 
免疫 球 和 蛋白 G 


LDso 

MOI 

NBT 

ORF 

pfu 

PMSF 
PTGS 
PKR 
pri-miRNA 
pre-miRNA 
QRT-PCR 
RdRP 
RISC 
RNAi 
SARS 
SCoV 

SDS 
shRNA 
siRNA 
ssDNA 


Vero cell 


50% lethal dose 

multiplicity of infection 

nitro blue tetrazolium chloride 
open reading frame 
plaque-forming unit 
phenylmethylsulfonyl fluoride 
post-transcriptional gene silencing 
protein kinase R 

primary miRNA 

precursor miRNA 

quantitative RT-PCR 
RNA-dependent RNA polymerase 
RNA-induced silencing complex 
RNA interference 

severe acute respiratory syndrome 
SARS-associated coronavirus 
sodium dodecyl sulphate 

short hairpin RNA 

small interfering RNA 
single-stranded DNA 

African green monkey kidney cell 


半数 致死 剂量 
感染 复数 
毛 化 硝 基 四 氮 唑 蓝 

可 读 框 

空 斑 形 成 单位 
苯 甲 磺 酰 氟 
转录 后 基因 沉默 

蛋白 激酶 R 

初级 miRNA 

前 体 miRNA 

和 定量 RT-PCR 

RNA 依赖 的 RNA 聚合 酶 
RNA 诱导 的 沉默 复合 体 
RNA 干扰 
严重 急性 呼吸 综合 征 
SARS 冠状 病毒 

+ eR 
短发 夹 状 RNA 

小 干扰 RNA 

单 链 DNA 
非洲 绿 猴 肾 细胞 


时 
kof oN 


¢ 233 ° 


ss! | 中 科 院 植物 所 图 书馆 

生生 wo LU 
ib At 

Eee 


(Q-2210.0101 ) 


书 名 书号 ISBN 


基因 免疫 的 原理 和 方法 7-03-01 2588-6 
DNA 芯 片 和 基因 表达 (影印 版 ) eee 
组 织 工程 (影印 版 ) 7—03—-013407-9 
生物 芯片 分 析 ( 影 印 版 ) ices ea Aaa 
蛋白 质 芯片 (影印 版 ) idee 
肽 ， 化 学 与 生物 学 (翻译 版 ) Co 
药物 基因 组 学 
寻求 个 性 化 治疗 (翻译 版 ) 

生命 科学 中 的 单 分 子 行为 及 细胞 内 实时 检测 
细胞 通讯 与 疾病 
遗传 修饰 植物 
RNA 干 扰 技术 

从 基础 科学 到 药物 开发 978—7—03—-018859-5 
比较 基因 组 学 978—7—03—019430—5 
表 观 遗传 学 (影印 版 ) 978—7—03—020774—6 
干细胞 移植 

_ ”机理 与 临床 978—7—03—021575—8 
结构 生物 学 与 现代 药学 研究 978—7—03—022253—4 
蛋白 质 结构 预测 

一 一 支持 向 量 机 的 应 用 978—7—03—022387—6 
RNAi 分 子 机 制 与 病毒 防御 978—7—03—023456—8 


7—03—015612—$5 
7—03—015448—7 
7—03—016524—-1 
978—7—03—018102—2 


ISBN 978-7-03-023456-8 


9"787030'234568 > 
定 fr: 64.00 元 


